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(54) TItie: USE OF ASPARTIC PROTEASES IN COSlVfETICS AND THERAPEUTICS 

(54) litre : UTIUS ATION DE PROTEASES ASPARTIQUES DANS LE DOM AINE COSMETIQUE ET THERAPEUTIQUE 

(57) Abstract: The invention concerns a cosmetic or pharmaceutical composition comprising in a physiologically acceptable 
medium, at least one purified natural or synthetic polypeptide whereof the peptide sequence is represented wholly or partly by at 
least one sequence selected among: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 25 and SEQ ID NO: 27 and their homologues. 

(57) Abrege : La presente invention concOTie une composition cosmetique ou pharmaceutique comprenant dans un milieu physio- 
logiquement acceptable, au moins un polypeptide nature! ou synthetique purifi6 dont la sequence peptidique est representee en tout 
ou partie par au moins une sequence choisie parmi SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4. SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 
7. SEQ ID NO : 8. SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et leuis homologues. 
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UTILISATION DE PROTEASES ASPARTIQUES 
DANS LE DOMAINE COSMETIOUE E T TRRR AP EUTIOUE 

La pr&iente invention a pour objet principal I'litilisation, dans les domaines 
cosmetique et fh^rapeutique, d'une nouveUe protease k acide aspartique dite SASPase, des 
formes tronqu^ ou d^v6es de ladite proteine ou d'lin m61ange de polj^eptides issu de sa 
prot6olyse notanunent en vue de traiter les troubles li6s k un dysfonctionnement de la 
prolifi^tion et/ou de la differendation cellulaire. 

L'invention a 6galement povir objet des s6quences d'acide desoxyribonucl6ique 
codant ladite protease k adde aspartique SASPase et ses formes dites activees, les 
sequOTces polypeptidiques correspondantes et les utilisations desdites sequ^ces 
d&oxyribonucl6iques. 

Les proteases sont des enzymes hydrolytiques capables de coiqpCT des liaisons 
peptidiques. Un obtain nombre d*entre elles sont aujourd'hui commes comme jonant un 
role essentiel au niveau de Tequilibre et de la physiologie de r^iderme. 

L'^iderme est conventionnellement divis6 en une couche basale de 
keradnocytes constituant la coudie graninative de T^piderme, une couche dite epineuse 
constituee de plusieurs couches de cellules poly6driques disposees sur les couches 
germinatives, une k trois couches dites granuleuses constitutes de cellules aplaties 
contenant des inclusions cytoplasmiques distinctes, les grains de k^atohyaline et enfin, un 
ensemble de couches sup^eures appelees couches combes (ou stratum corneum)^ 
constitute de ktratinocytes au stade terminal de leur difftrendation appeles comeocytes. 

Les comeocytes sont des cellules anucltees principalement constituees d'une 
matiere fibreuse contenant des cytokeratines, entouree d'une enveloppe comee. H y a en 
permanence production de nouveaux karatinocytes pour compenser la perte en continu de 
cellules epidermiques au niveau de la couche com6e selon un mtcanisme denommt 
desquamation. Un destquilibre entre la production des cellules au niveau de la couche 
basale et le taux de desquamation pent notamment conduire k des formations d'tcaiUes k la 
surface de la peau. 

En roccurrence, de nombreuses pathologies cutantes se caracttrisent par la 
production d*une couche comee tpaissie et par une desquamation anormale, c*est-A-dire 
par une hyperktratose. A titre d'exemple, on pent dter : 
- la x&ose (ou stcheresse cutante). 
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- les ichthyosK, 

- le psoriasis, 

- certaines lesions tumorales b6nignes ou maligaes, et 

- les hyperk^toses r^actionnelles. 

A I'inverse, certaines manifestations pathologiques ^traiaent nn 
amindssement de P6pidenne et plus particulidrement de la couche com6e. Ce type de 
manifestations se tradidt alors par ime firagilite excessive du revStement cutan6. A titre 
repr6sentatif de ces troubles, on pent notanmieiit dter les reactions d'origine immunitaire 
gen^alement induites par mise en presence ou contact avec un ou plusieurs agents 
exogenes. 

En consequence, la connaissance des polypeptides impliqu^ dans la cohesion 
inter comeocj^aire est une des voies qui peut permettre Teiaboration de produits destines k 
lutter contre les effets d'un excds ou d'un d^faut en polypeptide(s) de ce type, en 
particulier k la surface de la peau. 

L*un des objets de I'invention est pr6cis6ment de proposer I'utilisation dans un 
but cosm^que et/ou therapeutique d'un polypeptide impliqu6 dans la regulation du 
ph^omdne de diff6renciation/prolifi§ration 6pidermique. 

Plus preds6ment, les inventenrs ont mis en Evidence dans des k^atinocytes 
humains, isol6 et purifi^ un polypeptide poss6dant dans sa sequence peptidique- 
(SEQ ID NO 5), la sequence FLVDSGAQVSW (SEQ ID NO : 1) correspondant k une 
signature PROSITE PS00141 des sites actifs des proteases de la femille des proteases dites 
k acide aspartique. 

Ce polypeptide encore denomme ci-apres proteine SASPase, est par ailleurs 
caracterise par la presence dans sa sequence peptidique des sequences suivantes : 

- AQFLVANASAEEAHGTDVLQ (SEQ ID NO : 2) et 

- ILGVWDTAV (SEQ ID NO : 3). 

De mani^e inattendue les inventeurs ont mis en Svideace que la protSbtie 
representee par la s6quence SEQ ID NO : 5, encore appelee proteine SASPase, poss^dait 
une activity prot6olytique significative et ont notamment constate cette activity vis-i-vis de 
la caseine et de I'insuline comme le montre les exemples d-aprds. 

Us ont par ailleurs observe que cette proteine SASPase etait autocatalytique et 
g6nerait ^ un pH compris entre 3 et 7, et de preference sxqierieur ou egal a 4,5 une forme 



wo 2004/007548 PCT/FR2003/00215i 



tronquee dite « SASPase activee », correspoBdant a la sequence SEQ ID NO : 6 capable h 
son tour de se dim&iser. 

Un aspect de rinvaation conceme done im polypeptide isolS et purifi6, 
appartenant k la famille des proteases k adde aspartique caracte]is6 en ce qu'il possdde une 
S sequence peptidique repr^^t^e par la s^uence SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 16, 
SEQ ID NO : 2 5 on SEQ ID NO : 27 . 

La SEQ ID NO : 6 correspond a nne forme activ6e de la SEQ ID NO : 5. 

La SEQ ID NO : 16 correspond a la s&pience SEQ ID NO : 6 del6tee de ses 
deux premiers acides amines. 
10 La sequence SEQ ID NO: 25 est une autre forme activee de la 

SEQ ID NO : 5. Elle est obtenue a partir dHine forme tronqu6e de la SASPase 
(SEQ ID NO : 36) d61etee du site codant pour la sequence FANS (SEQ ID NO : 29). Elle 
est plus parttculierement g6neree a pH 5.00 dans du tampon acetate. 

La sequence SEQ ID NO : 27 correspond k la sequence SEQ ID NO : 25 
1 5 d6l6t&e d\aie partie de son fragment C-terminal. 

D'une fa9on g6n6rale, Tinvention s'^tend k toutes les formes homologues des 
diff<§rents polypeptides ou s^uences peptidiques cit^. Classiquement, on entend par 
homologue d'un polypeptide ou d'une sequence peptidique, tout polypeptide ou toute 
s^uence pep&diqno ayant une homologie de s^uence d'au moins 85 %, notamment d'au 
20 moins 90 % et en particulier d'au moins 95 % et ayant le cas ^h6ant le mdme type 
d'activite biologique que ledit polypeptide ou que ladite sequence peptidique. 

Ces formes homologues englobent les variants dejSnis ci-apres. 

L'invention s'^tend en particulier aux formes homologues des polypeptides 
cit6s pr6c6demment, c'est-a-dire manifestant la mSme activity biologique et possedant au 
25 moins 85 %, notamment au moins 90 % et en particulier au moins 95 % d'homologie de 
sequence avec la sequence SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou 
SEQ ID NO: 27, 

De mSme, rinvention s'etend aux proteines possedant au moins une homologie 
de 30 % avec la sequence de SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 i la 
30 condition que I'homologie avec la sequence du site actif SEQ ID NO : 1 contenue dans les 
SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 soit d*au moins 
80%, 
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L'invention s'etend 6galement aux proteines possedant a la fois le motif 
"aspartyi prot6ase retroviral type" defini sous la reference de motif PROSITE : PS50175 
ainsi qu'au moins un domaine transmembranaire td que predit par les algorithmes recomms 
pour une telle detection paimi lesquels on peux citen PRED-TMR2, TMHMM, TMpred et 
5 SOSUL 

Les modifications, dites ^core mutations ou variations selon I'invention 
peuvCTt deriver, soit de la d616tion d'un ou plusieurs addes amines de la sequence SEQ ID 
NO : 6, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27, ou de ^addition d'un ou 
plusieurs acides amines a la sequence SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 
10 ou SEQ ID NO : 27, soit encore de la substitution d*un ou plusieurs acides amines k la 
s^uence SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27, Les 
s6]uences correspondantes sont encore desiguees sous le t&rmc de variants dans le cadre de 
la presente invention. 

A titre iUustratif des variants de deletion on pent plus particulidremeat citer les 
15 sequences peptidiques suivantes : 

La sequence SEQ ID NO : 4 correspondant k la SEQ ID NO : 5 ttonqu6e de 
son fragment N-terminal J 7- 84. 

La s^uence SEQ ID NO : 7 correspondant k la sequence de la partie 
N-tenninale de la protcine SASPase (SEQ ID NO : 5). L'interaction de ce firagment avec 
20 un ligand biologique pourrait §tre une ^tape importante pour I'activation de la proteine 
SASPase et notamment la g^n^ation de sa forme activ6e (SEQ ID NO : 6). 

La sequence SEQ ID NO : 8 correspondant a la sequence de la partie dite 
transmembranaire de la protcine SASPase (SEQ ID NO : 5). 

La sequence SEQ ID NO : 9 correspondant k la sequence d'lm peptide issu de 
25 la partie C-tenninale de la prot6ine SASPase (SEQ ID NO : 5). 

Les sequences SEQ ID NO : 29 et SEQ ID NO 30 correspondent a deux sites 
deactivation. 



Sont 6galement converts sous le terme de variant, les proteines de fusion de la 
30 prot6ine SASPase (SEQ ID NO: 5), de ses formes activees SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27 avec un autre polypeptide, un agent 
de ciblage hydropbile ou hydrophobe ou un prScurseur de bioconversion susceptible 
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notamment de oontrdler Tactivation de ladite prot^e. 

n est comm que les polypeptides peuvent subir des modifications post- 
traductioimelles comme la fonnatioii de liaisons disulfiirra, les clivages prottolytiques 
sp6cifiques, Taddition de glucides (glyoosjdation), la phosphorylation en particulier au 
S niveau des serines et/ou des threonines et/ou des tyrosines, et/ou Tassociation k des lipides. 

Le polypeptide de I'invention pent avoir subi nne on plusieurs modifications 
post-traductionnelles. En particulier, les polypeptides selon I'invention peuvent Stre 
N-glycosyies, phosphoryl6s, myristoyl6s, amid6s et/ou citruUines. 

Aiosi, rinvention conceme egalement les polypeptides revendiqu^ ayant subi 
10 ou non des modifications post-traductioimelles. 

L'invention s'etend egalement aux formes multimeres et de preference a la 
forme dimere de la sequence peptidique SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 16, 
SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27. La forme dimdre de la sequence peptidique 
SEQ ID NO : 6 est en particulier caract6ris6e en exCTiple V ci-apres. Elle peut notamment 
IS etre obtenue par association mol^culaire de la forme monom^rique ou par expression de 
son ADNc codant pour le dimere actif, incoiporant a titre d'agent de liaison entre les deux 
entity monomeriques, un motif compose de 2 & 6 addes amines. 

Les polypeptides revendiques peuvent etre d'origine naturelle ou synth^tique. 
Par synth^que, on entend id tout polypeptide obtenu chimiquement ou par production 
20 dans un organisme apres introduction dans cet organisme des el^ents necessaires k cette 
production. 

lis peuvent 6tre issus de toute origine possible a savoir soit animale, en 
particulier de mammif&res et encore plus particulierement humaine, soit v6g6tale, soit de 
micro-organismes (par exemple virus, phages, bacteries, levures entre autres) ou encore de 
25 champignons, ou issu d'une surexpression dans im systteie eucaryote, par exemple une 
cellule de mammif^e, sans prejuger du fait qu'ils soient presents de manidre naturelle ou 
non dans ledit organisme d'origine. 

Ba particulier, les polypeptides conformes a Tinvention sont d'origine 
naturelle, piuifies a partir de tissus de mammifbres, plus particuli^ement k partir de peau 
30 de mammii^es. 

En particulier, ils sont purifies k partir de peau humaine et encore plus 
particuU^rement k partir d'epiderme humain. 
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On sait que dans un polypeptide, im ou plusieurs residus d'acide amine peuvent 
Stre replaces par des residus d'acide anune ayant un indice hydropathique similaire sans 
pour autant changer les propriet6s biologiques du polypq>tide. 

L'indice hydropafhique est un indice attribu6 aux addes amin^ en fonction de 
leur hydrophobidte et de leur charge (Kyte et aJ. (1982), J. MoL Biol., 157 : 105). 

Ainsi rinvention a egalemoit pour objet un polypeptide tel que d6aAt d-dessus 
dans lequel un residu d'acide ainin6 au moins a et6 remplace par un r6sidu d'adde amine 
ayant un indice hydropatbique similaire. 

On peut egalement classer les polypeptides en fonction de leur point 
iso61ectrique. 

Le point isoelectrique th6orique d'un polypeptide peut §tre deduit de son 
enchaihement en addes amin^. Les polypeptides de Tinvention sont thtoriquement des 
polypeptides acides. 

Ainsi les polypeptides de s6quence SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 ou 
SEQ ID NO: 16 possddent un point isoelectrique compris entre 3 et 9, plus 
particuli^ement entre 4 et 6 et notamment d'environ 5,8. 

On sait en outre que la sequence primaire en addes amines ainsi que les 
diverses modifications post-traductionnelles subies par un polypeptide font que ledit 
polypeptide peut dtre caract6ris6 par sa masse mol^culaire apparente exprim6e en 
kilodaltons. 

On entend par masse mol6culaire apparente, la masse mol6culaire obtenue pour 
le polypeptide par comparaison de la mobilite 61ectrophoretique de celui-ci avec celles de 
prot^ines standards de poids mol6culaires connus sur gel de polyacrylamide/sodium 
dod6cylsulfate, ou encore par comparaison du volume d'^lution du polypeptide avec celui 
de proteines standard de poids mol6culaires coimus en chromatographie d'exclusion (selon 
les techniques d6crites dans « Protein Purification », J-C. Janson et L. Ryden, VCH 
Publisher Inc. N.Y., 1989). (La m6fhode retenue dans le cadre de Tinvention est celle 
reposant sur la mobility 61ectrophor6tique). 

La connaissance de Penchainement en acides amines du polypeptide de 
rinvention permet d'en determiner le poids moleculaire th^orique. 

L'invention conceme done un polypeptide de sequence SEQ ID NO : 6 ayant 
une masse mol6culaire apparente comprise entre 5 et 30 kilodaltons (kD), notamment entre 
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9 et IS kD, et plus particadieremeat entre 11 et 14 kD. En particulier, ce polypeptide de 
rinvmtion a une masse mol^culaire appaieate de Tordre de 12kD. 

Conune il ressort des exemples pr^sentes d-apres, les inventeurs ont 
caractSris6 rexpression du polypeptide dont la sdqu^ce est representee par la sequence 
S SEQ ID NO : 5 dans un grand nombre de tissus biologiquK humains tel que le foie foetal, 
le placenta, le mtiscle, le poumon, I'intestin grSle et surtout au niveau du cerveau et du 
coeur et plus particulidrement au niveau de Tepiderme ot Texpression est particulidrCTient 
61ev6e. 

n a par ailleurs 6te constate que la SASPase de sequence SEQ ID NO : 5 
1 0 degradait la comeodesmosine, qui est un marqueur de la desquamation, 

Enfin, la presence, dans la sequence polypeptidique de la SASPase 
(SEQ ID NO : 5) d'un site autocatalytique correspondant a un site decrit pour la protease 
de type matrilysine capable d'activer les MMP de type 1, 2, et 9, temoigne d'une activite 
potentielle de la SASPase, ainsi que de ses formes activ^ (SEQ ID NO: 6, 
15 SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27) ou de ses fragments, sur des 
substrats endogdnes et done d' applications potentielles en cicatrisation, re-^itfaialisation, 
vieillissement, angiogenese et canc6risation processus d'invasion) pour ladite prot6ine et 
ses difii§rentes formes activ^es ou fragments. 

L*ensemble de ces infomiations, valide done Timplication du polypeptide 
20 conforme k Tinvention dans le processus de prolif^ation et/ou di£F6renciation cellulaire et 
identifie celui-ci en tant que nouvelle cible dermato/cosmetologique et therapeutique. 

En consequence, un second aspect de Tinvention conceme une composition 
cosmetique ou pharmaceutique comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, 
au moins un polypeptide naturel ou synth6tique purifie dont la sequence comprend au 
25 moins une sequence peptidique representee en tout ou partie par au moins une sequence 
choisie parmi SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, 
SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et 
SEQ ID NO : 27 et leurs homologues. 

En particuU^, la pr^soite invention conceme une composition cosmetique ou 
30 pharmaceutique comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un 
polypeptide naturel ou synth6tique purifie dont la s^uence peptidique est repr&ent^e en 
tout ou partie par la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
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SEQ ID NO : 16 ou SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27 ou leurs homologues, et ea 
particulier qui est representee par la sequence peptidique SEQ ED NO : 5, SEQ ID NO ; 6, 
SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27. 

La pr^ente invention conceme 6g3lement une composition cosmStique ou 
5 phacmaceutique comprenant au moins un pols^eptide naturel ou synthStique purifi6 dont la 
sequence peptidique est representee en tout ou partie par au moins une sequence choisie 
panni SEQ ID NO : 1, SEQ BONO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et 
leurs homologues et en particulier au moins xm polypeptide de s6quence SEQ ID NO : 5, 
10 SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27 
sous une forme multimere et de preference dimdre. 

Au sens de Tinvention, et sans indication contraire, on entend couvrir sous le 
terme polypeptide dans les compositions revendiquees les polypeptides naturels ou 
synthetiques, qu'il soit obtenu par prot6olyse ou par synthese, les differentes fonnes post- 
15 traductionnelles de ceux-ci et notamment celles decrites pr6c6demmCTLt ou encore tout 
polypeptide naturel ou synth^tique dont la sequence est totalement ou partiellement 
constitute par les sequences pr6cittes comme par exemple les variants d6crits ci-dessus. 

La prtsente invention conceme 6galement une composition cosmStique ou 
pharmaceutique dans laquelle ledit polypeptide se pitsente sous la forme d'lm polypeptide 
20 de sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, 
SEQ ID NO ; 25 ou SEQ ID NO : 27 fusionn6 avec un autre polypeptide, un agent de 
ciblage hydrophile ou hydrophobe ou un pr6curseur de bioconversion. 

H ^t par ailleurs connu que la sequence primaire en acides amines d'un 
polypeptide dtteraiine des sites specifiquement reconnus par les proteases qui, une fois la 
25 reconnaissance de ces sites effective vont, avec ou sans fixation audit polypeptide, induire 
son clivage par prot6olyse. 

En consequence, Tinvention vise egalement une composition cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant dans un milieu physiologiquement acceptable au moins un 
melange de polypeptides issu de la prot6olyse d'un polypeptide dont la sequence est 
30 representee &i tout ou partie par la sequence SEQ ID NO ; 5, SEQ ID NO : 6, 
SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27 ou leurs 
homologues et plus particuUerement, dont la sequence est representee par SEQ ID NO : 5, 
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SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27. 

La quanfite de polypeptide contemie dans les compositions de rinv^tion est, 
bien eatendu, fonction de PefTet redierch6 et peut done vaiier dans une large mesure. 

Pour donner un ordre de grandeur, la composition peut contenir un polypeptide 
confonne k I'invention en une quantity repr^entant de 0,00001 % ^ SO % du poids total de 
la composition et pr^fiSrentiellemeat en une quantity repr^entant de 0,001 % i 10 % du 
poids total de la composition et encore plus pr^ferentiellement en nne quantity representant 
de 0,1 % ^ 1 % du poids total de la composition. 

Conmie decrit prec^emment, un certain nombre de desordres sont associes k 
des troubles de difP&renciation et/ou proliferation cellulaire. Dans la mesure ou les 
polypeptides confonnes a I'invention sont impliqu6s au niveau de la regulation de ces deux 
phenomenes, ils constituent avantageusement des cibles potentielles pour traiter tout 
d^sordre resultant d'un dysfonctionnement de la proliferation ou de la differenciation 
cellulaires en particulier 6pidenniques. En consequence, outre le &it que les polypeptides 
selon I'invention peuvent dtre utilises directement k titre de matidre active dans une 
composition cosmStique ou phaimaceutique, ils peuvent egalement eux-mSmes servir de 
cible dans un traitCTient cosm^tique ou pharmaceutique ou Stre utilises a titre d'outils de 
diagnostic. 

Les inventeurs ont par ailleurs caract^s^ la presence de sites de coiq>ure dans 
la sequence peptidique SEQ ID NO : 5, en partie localises dans sa partie N-tenninale et 
Egalement presents dans les formes actives SEQ ID NO : 6, et SEQ ID NO : 16 et en partie 
presents dans sa partie C-tenninale et 6galement presents dans les formes actives 
SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27. Plus pr^cisement, les sites de coupure d6duits de 
Tautoactivation de la SASPase elle-meme sont F/A, N/S, E/L, A/L, R/F, H/S, F/E, E/A. A 
I'evidence, ces sites de coupure peuvent etre determinants au niveau de I'activation de la 
prot6ine, soit pour la bloquer, soit au contraire pour activer son hydiol3^e. 

Les sites pertinents plus pr6cis^ent localises dans la region N-tenninale sont 
F/A et N/S et figurent dans la sequence FANS dite SEQ ID NO : 29. Us semblent en 
particulier impliqu6s dans la g6n6ration de la forme active representee par la 
SEQ ID NO: 25. 

En ce qui conceme la seconde region potentielle d'activation ou d'inactivation 
de la proteine SASPase SEQ ID NO : 5, elle correspond plus particuli^rement a la 
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sequence DLELIE dite SEQ ID NO : 30 et comprend notammeiit le site de coupxife E/L. 

A partir de ces sites de coiq>ure, on peut envisager d'effectuer la synthdse de 
diffigrents types de peptides soit modifies^ soit portant un fluorophore quench^ et qui 
sorviront de substrat ou d'inhibiteurs. 
5 Le Tninimimi de sequence utilisable est evidemment le dipeptide (acides amin^ 

de part et d*autre du site de coupure) mais ea general on utilise des peptides de 8 a 12 
acides amines ot le site de coiq>ure est en position centrale. Par exCTiple, on sait que la 
SASPase coupe l*insuline ctl position E/A. On peut done imaginer de d6velopper un 
substrat de type peptidique incorporant ce site de coupure en le modifiant chimiquement a 
10 chacune de ses extremites par un groupement fluorophore quench^ de type : Abz(N02)Tyr 
(extremit6-N : acide aminobenzoique : extr6mit6-C : nitrotyrosine (amide)). Lliydrolyse de 
ce peptide par la protease s6parera le fluorophore et le quencheur et sera done suivi par un 
accroissem^t de la fluorescence. 

Un autre couple chimique tel que Dabcyl/EDANS peut €tre utilise pour cr6er 
IS un autre type de substrat quench^. 

On peut 6galement envisager un substrat chromog^que en couplant le peptide 
avec le groupement paranitroamlide. 

De la mdme fa^n^ on peut envisager de d6velopper un inhibiteur sp^dfique de 
la SASPase en rempla^ant I'un des acides amines dHm tel peptide, en modifiant la liaison 
20 peptidique ou en rajoutant un groupement clmnique afin que la liaison soit rendue non 
hydrolysable par I'enzyme mais que le peptide ait toujours une afBnit6 pour le site actif. 
Par exemple, on ajoute xm acide amine non naturel, on r^duit la liaison peptide ou on ajoute 
des groupements chimiques de type aldehyde, chlorom^thyl-ketone ou diazom6fliyl-cetone. 

Les inventeurs ont notamment montr6 que des modifications ponctuelles 
25 apport6es au niveau du substrat peptidique figure par SEQ ID NO : 30 pouvaient avoir un 
effet sigoificatif au niveau de leur afBnit6 pour I'enzyme. 

Plus pr6cis6ment, les sequences correspondantes modifiees s*av^ent 
susceptibies de constituer des inhibiteurs ou activateurs potentiels de la SASPase. 

A titre illustratif de ces modulateurs potentiels, on peut plus particulidrement 
30 proposer des substrats peptidiques poss6dant au moins les sequences suivantes : 

EFDLELIEED SEQ ID NO : 31 

EFDLDLIEED SEQ ID NO : 32 
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EFDLDLIEWD 
EFDLDLnrWD 
EPNLDLBBED 



SEQIDNO:33 
SEQ ID NO : 34 
SEQIDNO:35 



n a en particulier 6t6 constate im effet activateur des substrats rept^entSs par 
les sequences SEQ ID NO : 31 et SEQ ID NO : 32, 

En consequence, la pr6sente invention conceme egalement Tutilisation d'un 
compos6 dbimique ou biologique pour la preparation d*une composition destin^e k 
into^gir avec un polypeptide dont la s6qu^ce peptidique comprend au moins une 
sequence choisie parmi SEQ ID NO : 1, SEQ ED NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, 
SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25, 
SEQ ID NO : 27 et SEQ ID NO : 30 et leurs homologues et plus particulierement avec un 
polypeptide de sequence SEQ ED NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 
16, SEQ ID NO : 25, SEQ ID NO : 27 ou SEQ ED NO : 30 ou d'en moduler Tactivit^ 
biologique. 

Ce compost biologique peut notammeat §tre une prot^e presentant un site 
specifLque de reconnaissance et/ou de jBxation et de coupure au sein de la sequence 
d'addes amines dudit polypeptide et de pr^f^euce d'un polypeptide ayant comme 
sequence primaire la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 16 ou SEQ ED NO : 25 ou SEQ ID NO : 27. 

En roccurrence, il a 6t6 montr6 que des inhibiteurs de proteases de type 
retropepsines manifestaient Egalement un effet vis-a-vis de Tactivite de la proteine 
SASPase. A titre illustratif des inhibiteurs pouvant atre utilises selon Tinvention, on peut 
notamment citer les inhibiteurs de retropepsines, notamment commCTcialises par Bachem. 

Get inhibiteur peut egalanent 6tre selectionne povar interf6rer sur la 
dimerisation de la SASPase (SEQ ID NO : 5) ou de Tune de ses formes activ6es 
representees par SEQ ID NO : 6, SEQ ED NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27, 
pr6alablement k son activit6 proteolytique. Get inhibiteur peut 6galement 6tre un inhibiteur 
endog&ie capable d'inhiber spedfiquement la SASPase ou son autoactivation. 

De mdme, ce compose biologique peut 6tre un activateur. A titre r^r^entatif 
de ceux-ci on peut notamment dter le modulateur de r6tropepsine RP3 caracteris6 en 
exemple Vm ci-apr^. 
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n peut egalement s'agir d'un anticoips specifique dudit polypeptide. 

De mdme, la presente mveation s'^tend a Tutilisation d'lm compose biologique 
ou chimique pour la preparation d'une composition d^tinee k inhibo: la dim^isation du 
polypeptide de s6quence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
5 SEQ ID NO : 1 6, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27. 

La pr6sente invention a ^^ement pour objet l\itilisation d'un polypeptide dont 
la sequence comprend an moins et en particulier est representee par nne sequence choisie 
panni SEQ ID NO : 31, SEQ ID NO : 32, SEQ ID NO : 33, SEQ ID NO : 34 et 
SEQ ID NO : 35, pour preparer une composition destinee a moduler Tactivite de la 
10 SASPase. 

Les compositions pharmaceutiques ou cosmetiques revendiquees et 
consider6es selon Tinvention peuvent etre des compositions utilisees dans les domaines 
cosm^tique, deraiatologique, d^mato-cosmetique et pharmacologique. 

15 Un milieu physiologiquement acceptable est selon Tinvention un milieu 

cosm6tiquement ou phannaceutiquCTient acceptable compatible avec la peau, les 
muqueuses, les ongles et/ou les cheveux. 

Les compositions selon Tinvention peuvent €tre appliquSes sur les ongles, les 
cheveux et plus particuli^ement sur la peau et les muqueuses. 

20 EUes sont particulidrement avantageuses pour agir sur un ou plusieurs 

m6canismes 6pidenniques tels que la degradation de prot6ine(s), Tactivation d'enzyme(s), 
et/ou la regulation du phenomdne de difiKrenciation/proliferation epidermique. 

En Toccurrence, les compositions selon Tinvention sont particulierement utiles 
pour suppleer a un desequilibre de la diflferenciation/proliferation Epidermique. Plus 

25 particulierement, elles peuvent etre utiles pour r6guler les phenomenes d'hydratation, 
dMnfl animation, de melanogenese, et/ou de desquamation, le phenomdne de vieillissement, 
les mecanism^ de defense, pour la regulation de la differendation/proliferation sur 
certains types cellulaires et cutanfe : keratinocytes, melanocytes, cellules de Langerhans, 
sebocytes, adipocytes, ainsi que la regulation des phenomdnes de secretion et de processus 

30 d'invasion. 

D'une manifere plus precise, les compositions revendiquees s'avdrent 
interessantes dans les domaines suivants : 
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- pour traito les affections dCTmatologiques h mx d&ordre de la 
keratinisation portant sur la dififerenciation et sur la proliferation notamment pour traiter les 
acnes vul^ires, comedoniennes, polymoiphes, rosac^, 1^ acaies nodulokj^ques, 
conglobata, les acn6s seniles, les acn6s secondaires telles que racn6 solaire, 

S medicamenteuse ou professionnelle, 

- pour traiter d'autres types de troubles de la keratinisation, 
notamment les ichtyoses, les 6tat idityosifonnes, la maladie de Darrier, les dAratodermies 
palmoplantaires, les leucoplasies et les 6tats leucoplasifonnes, le lichen . cutan6 ou 
muqueux (buccal), 

10 - pour traiter d'autres affections dermatologiques liees a un trouble de 

la keratinisation avec ime composante inflammatoire et/ou immuno-allergique et 
notamment toutes les formes de psoriasis qu'il soit cutane, muqueux ou ungu6al, et meme 
le ibumatisme psoriatique, ou encore I'atopie cutanee telle que Tecz&na, ou rnrticaire ou 
encore rhypertropbie gingivale; les composes peuvent egalement etre utilises dans 

1 5 certaines affections inflammatoires ne pr^entant pas de trouble de la keratinisation, 

- pour traiter toutes les proliferations dermiques ou 6pidenniques 
qu'elles soient bSnignes ou malignes, qu'elles soient ou non d'origine virale teUes que 
vermes vulgaires, les vermes planes et rdpidennodysplasie verraciforme, les 
papillomatoses orales ou florides et les proliferations pouvant 6tre indiutes par les ultra- 

20 violets notamment dans le cas des epithelioma baso- et spino-cellulaires, 

- pour traiter d'autres desordres dermatologiques tels que les 
dermatoses bulleuses et les maladies du coUagene, 

- pour reparer ou lutter centre le vieillissement de la peau, qu'il soit 
photoinduit ou chronologique ou pour r6duire les pigmentations et les keratoses actiniques, 

25 ou toutes pathologies associees au vieillissement chronologique ou actinique, 

- pour prevenir ou gu6rir les stigmates de Tatrophie epidermique et/ou 
dermique induite par les corticost6roides locaux ou systematiques, ou toute autre forme 
d'atrophie cutanee, 

pour prevenir ou traiter les troubles de la cicatrisation ou pour 
30 prevenir ou pour reparer les vergetures, et 

- pour lutter contre les troubles de la fonction sebacee tels que 
I'hyperseborrhee de Tacne ou la seborrhee simple. 
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Dans le cas d'une application dans le domaine cosmetique, en particulia: pour 
I'hygiene coiporelle et capillaire, les compositions selon I'lnvention sont notamment utiles 
pour le traitemoit des peaux a toidance aoieique^ pour la repousse des cheveux, I'anti- 
chute, pour lutter contre Taspect gras de la peau ou des cheveux, dans la protection contre 
5 les aspects n^&stes du soleil ou dans le traitement des peaux ph3^olo^quenient sSdies, 
pour pr6venir et/ou pour lutter contre le vieillissem^t photoinduit ou dironologique. EUes 
peuvent 6galement Stre utiles pour ameliorer les peaux reconstruites. On peut egalement 
utiliser directement dans le noilieu de culture le polypeptide et/ou ses dinv6s et/ou des 
modulateurs de son activity ou de son activation. 

10 Un autre objet de Tinvention est un precede de traitement cosm6tique destine k 

lutter contre les troubles cutanfe li6s a un dysfonctiomiCTient de la proliferation et/ou de la 
differenciation cellulaire comme notamment les peaux seches, Phyperk^ratose, la 
parak^ratose, les troubles de s6bogenese, les n6oplasies et/ou les signes de vieillissement 
cutane caract^s6 en ce que Ton applique sur la peau, les muqueuses et/ou les fibres 

15 k^atiniques une composition cosm6tique comprenant au moins un polypeptide dont la 
sequence p^tidique comprend au moins une s^uence choisie panni SEQ ID NO : 1, 
SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, 
SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et en particuUer qui 
est representee en tout ou partie par SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 

20 SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27, et plus particuUdrement qui 
possdde la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, 
SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27 ou d'un melange issu de la proteolyse de Pun de ces 
polypeptides. 

Le proc6de de traitanent de Tinvention est un proc6d6 cosmetique destine k 
25 ameiiorer Taspect esth6tique de Tindividu subissant des troubles de la proliferation et/ou 
de la differenciation epidermique. 

L'invention conceme egalement Tutilisation d'un polypeptide dont la sequence 
peptidique comprend au moins une sequence choisie parmi SEQ ID NO: 1, 
SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, 
30 SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et notamment qui 
est representee en tout ou partie par SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27, et plus particulierement qui 
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possede la sequ^ce SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, 
SEQ ID NO : 25 ou SEQ ED NO : 27 ou d'un melange issu de la pioteolyse de Tun de oes 
polypeptides pour la pr^paratioii d'une composition phamiaceutique destinSe au traitement 
des affections demiatologiques et notamment celles cit^ pr6c6demmeat 
S En particulier, Tinvention conceme I'utilisation d'un polypeptide ou d'un 

melange tel que d6crit pr6cedenmient pour la preparation d'une composition 
phannaceutique destin6e k traiter Tichtyose, le psoriasis ou toute pathologic impliquant 
une hyperk6ratose, une parak^ratose ou ayant une composante inflammatoire. H peut 
egalement s'agir de compositions anti-douleur, de compositions pour traiter certaines 
10 maladies de la peau comme Teczema, la rosacee, le psoriasis, les lichens, les prurits 
s6vdres. 

Dans la mesure ou les polypeptides de sequence SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27 possMent des 
homologies de structure importantes avec les prot^es retrovirales, comme il est montr^ 

15 dans les examples et en figure 4, et notamment avec celles du virus de I'immunodSficience 
humaine, ils sont Egalement susceptibles de se comporter comme des agents capables de 
moduler I'infection virale ou d'dtre modul6s par certains antiprot^es virales. 

En cons^uence, la pr^ente invention a ^galament pour objet I'utilisation d'lm 
polypeptide dont la sequence peptidique comprend au moins une sequence choisie parmi 

20 SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO ; 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27, et 
leurs homologues, notamment est repr6sent6e en tout ou partie par SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et 
plus particulierement qui possede la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, 

25 SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 pour la preparation 
d'une composition antivirale. 

Ces compositions peuvent notamment Stre utiles pour traiter des pathologies 
epidermiques, associees k un virus de type papillomavirus, HERPES ou HIV. 

De m@me, de telles compositions peuvent £tre avantageuses pour traiter les 

30 effets secondaires li6s k une inhibition de la SASPase endogene par les m^caments 
diiiges contre ces viras ou autres virus pafhologiques. Plus particulidrement, cette 
application spedfique des polypeptides selon I'invention, met k profit I'homologie de 
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Structure constatee &itre la SASPase et Ik retropepsin^ viral^ conime illustree par les 
temples d-apr^. 

Le traitement implique gisi&sleaaxent une plication sur la peau du sujet k 
traiter de la coiDposition telle que decrite piecedemment 
S La pr^eate invmtion a ^galemeiit pour objet rutilisation d'un polypeptide 

dont la sequence peptidique est dioisie parmi les sequences SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 
4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ 
ID NO : 16 et SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27 a titre d*outa dans une m^thode de 
diagnostic ou de criblage ou pour la preparation d'un outil de diagnostic. 

10 Plus precisement, Pinvention vise Tutilisation d*un polypeptide dont la 

sequence peptidique est choisie parmi SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6, SEQ ED NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, 
SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et leurs homologues, plus particuli^rement d'un 
polypeptide qui possdde la s6quence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 

15 SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27 ou de ses fragments de prot6olyse 
et de tout peptide synth^tique d6duit de sa sequence, pour preparer ou purifier, 
eventuellement h partir d'^pidetme, toute molecule, susceptible de moduler son interaction 
avec d'6ventuels ligands. 

En outre, 4'invention vise Tutilisation d'un polypeptide dont la sequence 

20 peptidique est choisie parmi SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, 
SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et leurs homologues, et plus particulidrement d'un 
polypeptide qui possede la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ED NO : 7, 
SEQ ID NO : 16, SEQ ED NO : 25 ou SEQ ID NO : 27, de ses fragments de proteolyse ou 

25 de tout peptide synthetique deduit de sa sequmce, pour selectionner de nouvelles 
mol^ules antivirales presentant moins d'effets secondaires. 

L'invention a 6galement pour objet I'utilisation d'un polypeptide dont la 
sequence peptidique est choisie parmi SEQ ED NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ED NO : 9, SEQ ID NO : 16, 

30 SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et leurs homologues, et plus particuli^rement d'un 
polypeptide qui possMe la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ED NO : 7, 
SEQ ID NO : 16, SEQ ED NO : 25 ou SEQ ID NO : 27, de ses firagments de proteolyse, ou 
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de tout peptide syath^tique deduit de sa sequence, pour preparer des antiserums et/ou des 
anticorps monoclonaux specifiques, visant notammeat a purifier ledit polypeptide et ses 
fragments ou a moduler son activity. 

Par extension, I'invention a 6galement pour objet toute utilisation de ladite 
sequaace pour produire des anticorps ou £ragments d'anticotps recombinants, quel que soit 
le systeme biologique utilise pour produire ces demiers. 

L'invention a encore pour objet xm anticorps poly- ou mono-clonal caract6ris6 
par le fidt qu*il reconnait sp6cifiquement un polypeptide dont la s6quaice pqptidique est 
representee ea tout ou partie par SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27, et plus particulierement qui est 
constitute par la sequmce SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, 
SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27. 

L'invention vise egalraient Tutilisation de cet anticorps pour la preparation 
d'lme composition destin^e au diagnostic d'une d6ficience ou d'une surexpression de la 
proteine SASPase (SEQ ID NO : 5). 

EUe conceme egalement I'utilisation d'un anticorps pour la preparation d*une 
composition visant h bloquer T activity et/ou activer la SASPase dans le traitement de 
patiiologies caracteris6es par une surexpression et/ou une activity exageree de la SASPase. 

L'anticorps pent Stre un anticorps prepare par immunisation de toute espdce 
animale utilisable k cette fin, particulierement le lapin. L'anticorps peut etre prepare par 
immunisation k I'aide d'un polypeptide de I'invention que celui-ci soit d'origine naturelle 
ou synthetique ou recombinante de preference purifie. 

On sait qu'ime proteine est synthetisee dans les cellules k partir d'une matrice 
d'acide desoxyribonucieique (ADN) codant pour ladite proteine. On sait egalement que le 
code genetique est degenere. Ainsi, la sequence d'acides amin6s du polyp^tide de 
I'invention peut etre issue de differentes sequences d'acide desoxyribonucieique, naturelles 
ou synthetiquM. Par sequence d'acide desoxyribonucieique synthetique, on ent^d id toute 
sequence obtenue chimiquement ou par manipulation genetique. 

Lesdites sequences d'acide desoxyribonucieique peuvent etre issues de toutes 
origines possibles k savoir soit animale, en particulier de mammi£^es et encore plus 
particulierement humaine, soit vegetale, soit de micro-organismes (virus, phages, bacteries 
entre autres) ou encore de champignons, sans prejuger du fait qu'elles soient presentes de 
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maniere naturelle ou non dans ledit oigamsme d'origiiie. 

En roccurrence, rinvention se r^porte anx fragments d'acide 
d^xyzibonucl&que isol^ et purifies codant les polypeptides revendiqu6s. 

Au cours de ces travaux, la dCTdanderesse a pn isoler et purifier les fi:agmeiits 
5 d'acide ddsoxyribonucleique codant les sequeaces prinaaires d'acides amines des 
polypeptides de sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO: 7, 
SEQ ID NO : 1 6, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27 i partir de peau humaine. 

L'invention a pour objet un fragmrat d'acide d6soxyribonucl6ique isole et 
purifie dont la sequence nucltotidique comprend au moins la sequence nucleotidique 
10 codante SEQ ID NO : 24 et en particulier est representee par la sequence nucleotidique 
oodante SEQ ID NO : 19, SEQ ID NO : 20, SEQ ID NO : 24, SEQ ID NO : 26 ou 
SEQ ID NO: 28. 

Les sequence d'addes nucleiques selon Tinvention peuvent notamment 6tre 
utilisees pour pr^arer des s^uences d'acide ribonucl6ique correspondantes seas ou 
15 antisens. 

L'invention a 6galement pour objet tout polynucleotide, acide ribonucl^ique ou 
desoxyribonucleique, sem ou antisens, notamment « Small interferential RNA», 
correspondants au moins a la s^uence nucleotidique codante SEQ ID NO : 19, 
SEQ ID NO : 20, SEQ ID NO : 24, SEQ ID NO : 26 ou SEQ ID NO : 28. 

20 Les sequences d'addes nucleiques de I'invOTtion peuvent ^galement dtre 

utilisees pour r6aliser d^ amorces oligonucl6otidiques, qui s'hybrident dans des conditions 
de forte stringence a la sequence SEQ ID NO : 17, SEQ ID NO : 18, SEQ ID NO : 19, 
SEQ ID NO : 20, SEQ ID NO : 21, SEQ ID NO : 22, SEQ ID NO : 23, SEQ ID NO : 24, 
SEQIDNO :26etSEQIDNO:28, 

25 Ces amorces oligonucl6otidiques sens et/ou antisens peuvent etre utiles pour 

des reactions de sequen9age ou d'amplification specifique selon la technique dite de PGR 
(reaction de polymerisation en ch^e) ou toute autre variante de celle-ci dans le but de 
clonage, d'identification ou de diagnostic d'lm polypeptide repr6sent6 par SEQ ID NO : 1, 
SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, 

30 SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 1 6, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27. 

En particulier, les sondes ou amorces de l'invention sont marques, 
prealablement k leur utilisation. Pour cela, plusieurs techniques sont a la port^ de 
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rhomme du m^er comme par exonple le maiquage fluorescent, radioactif, 
chimioluminescent ou enzymatique. 

Les methodes de diagnostic in vitro dans lesquelles ces sondes nucl6otidiques 
sont mises en oeuvre pour la detection de synthases de sequences nucldiques codant pour 
un polypeptide selon I'invention sont incluses dans la pr6sente inv^tion. 

Le fragment d'ADN coirespondant a la sequence SEQ ID NO: 19, 
SEQ ID NO : 20, SEQ ID NO : 24, SEQ ID NO : 26 ou SEQ ID NO : 28 pent 6galement 
etre introduit dans un vecteur d'expression pamettant ainsi la synthese d'une proteine dite 
recombinante correspondante. 

L'invention a done 6galement pour objet un vecteur d'expression recombinant 
contenant tout ou partie de la sequence nucl6otidique codante SEQ ID NO: 19, 
SEQ ID NO : 20, SEQ ID NO : 24, SEQ ID NO : 26 ou SEQ ID NO : 28. 

L'invention a egalement pour objet une composition cosm6tique ou 
pharmaceutique comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable une sequence 
d'acide d^oxyribonucl^que, naturelle ou synthStique, codant pour la sequence primaire 
d'acides amines d'un polypeptide conforme a Tinvention ou une sequence d'acide 
ribonucl&que sens ou antisens, notamment antisens interf^entiel, correspondants k ladite 
sequence SEQ ID NO : 19, SEQ ID NO : 20, SEQ ID NO : 24, SEQ ID NO : 26 ou 
SEQ ID NO: 28, 

D'une maniere g6n6rale, toute composition de Tinvention peut etre inger6e, 
inject^e ou appliqu6e sur la peau (sur toute zone cutanee du corps) ou sur les muqueuses 
(buccale, jugale, gingivale, g^nitale, conjonctivale, 

De preference, ime composition de Tinvention est appliqu^ sur la peau ou les 

muqueuses. 

Selon le mode d'administration consid^S, elle peut se presenter sous toutes les 
formes gal6niques nonnalement utilis6es. 

Pour ime application topique sur la peau, la composition peut avoir la forme 
notamment de solutions aqueuses ou huileuses ou de dispersions du type lotion ou s^rum, 
d'^ulsions de consistance liquide ou semi-Uquide du type lait, obtenues par dispersion 
d'une phase grasse dans une phase aqueuse (H/E) ou inversement (E/H), ou de suspensions 
ou Pulsions de consistance molle du type crdme ou gel aqueux ou anhydres, ou encore de 
microcapsules ou microparticules, ou de dispersions vesiculaires de type ionique et/ou non 
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ionique ou de mousses. compositions sont prq)arees selon les methodes usuelles. 

Po\ir rinjection, la composition pent se pr^enter sous fi>mie de lotions 
^queuses, huileuses ou sous fomie de serums. Pour les yeux^ elle peut se pr6s^ter sous 
forme de gouttes et pour Tingestion, elle peut se pr6senter sous forme de capsules, de 
5 granules, de sirops ou de comprimes. 

Les quantity des differeats constituants des compositions selon I'invention 
sont celles classiquCTient utilis6es dans 1^ domaines consider^. 

Dans le domaine de la cosmetique, ces compositions constituent notamment 
des cr^es de nettoyage, de protection, de traitement ou de soin pour le visage, pour les 
10 mains, pour les pieds, pour les grands pUs anatomiques ou pour le corps (par exemple 
crdmes de jour, cremes de nuit, crdmes de d6maquillage, cremes de fond de teint, cremes 
anti-solaires), des fonds de teint fluides, des laits de d^maquillage, des laits coiporels de 
protection ou de soin, des laits anti-solaires, des lotions, gels ou mousses pour le soin de la 
peau, comme des lotions de nettoyage, des lotions anti-solaires, des lotions de btonzage 
IS artifidel, des compositions pour le bain, des compositions desodorisantes comprenant im 
agent bactericide, des gels ou lotions aprds-rasage, des crdmes ^ilatoires, des 
compositions centre les piques d'insectes, des compositions anti-douleur, des 
compositions pour traiter certaines maladies de la peau comme Teczema, la rosas^, le 
psoriasis, les lichens et les pruiits s6vdres. 
20 Les compositions selon Tinvention peuvent ^galement consister en des 

preparations solids constituant des savons ou des pains de nettoyage. 

Les compositions peuvent aussi etre conditionnees sous forme de composition 
pour aerosol comprenant egalement un agent propulseur sous pression. 

Une composition selon Tinvention peut aussi etre une composition pour les 
25 solas du cuir chevelu, et notamment un shampoing, une lotion de mise en plis, xme lotion 
traitante, une creme ou un gel coiffant, une composition de teintures (notamment teintures 
d'oxydation) eventuellement sous forme de shampoings colorants, de lotions 
restracturantes pour les cheveux, une composition de permanente (notamment une 
composition pour le premier temps d'une permanente), une lotion ou un gel antichute, xm 
30 shampoing antiparasitaire, antipelliculaire etc. 

Une composition peut aussi Stre k usage bucco-dentaire, par exemple une pate 
dentifrice* Dans ce cas, la composition peut contenir des adjuvants et additifs usuels pour 
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les compositions a usage bucx^al et notamment des ageats taisioactife, agents 
epaississants, des agents bumectants, des agents de polissage tels que la silice, divers 
ingredients acti& comme les fluorures, en particulier le fluorure de sodium, et 
6ventuellCTient des agmts 6dulcorants comme le sacdbarinate de sodiimx. 
S Lorsque la composition est une Emulsion, la proportion de la phase grasse pent 

varier d'environ 5 % a 80 % en poids, et de pr6f&^ence d*environ 5 % i 50 % en poids par 
rapport au poids total de la composition. Les huiles, les cires, les emulsionnants et les co- 
6mulsionnants utilises dans la composition sous forme d'^ulsion sont choisis parmi ceux 
classiquement utilises dans le domaine cosm6tique. L'emulsionnant et le co-6mulsionnant 

10 sont presents, dans la composition, en ime proportion allant de 0,3 % a 30 % en poids, et de 
preference de 0,5 % ^ 20 % en poids par rapport au poids total de la composition. 
L'6mulsion pent, en outre, contenir des vesicules lipidiques. 

Lorsque la composition est une solution ou un gel huileux, la phase grasse peut 
representer plus de 90 % du poids total de la composition. 

15 De fa^on coimue, la composition cosm6tique peut contenir ^galement des 

adjuvants habituels dans le domaine cosm6tique, tels que les g61ifiants hydrophiles ou 
lipophiles, les additi& hydrophiles ou lipophiles, les conservateurs, les antioxydants, les 
solvants, les parfums, les charges, les filtres, les absorbeurs d'odeurs et les matidres 
colorantes. Les quantit^s de ces difG&rents adjuvants sont celles classiquement utilis6es 

20 dans le domaine cosm6tique, et par exemple varient d*environ 0,01 % i 10 % du poids 
total de la composition. Ces adjuvants, selon leur nature, peuvra^t Stre introdviits dans la 
phase grasse, dans la phase aqueuse et/ou dans les spherules lipidiques. 

Comme huiles ou dres utilisables dans I'invention, on peut citer les huiles 
minerales (huile de vaseline), les huiles veg^tales (fraction liquide du beurre de karit6, 

25 huile de toumesol), les huiles animales (perhydrosqualdne), les huiles de synthase (huile de 
Purcellin), les huiles ou cires silicon^es (cyclomethicone) et les huiles fluor6es 
(pCTfluoropoly6thers), les cires d'abeille, de camauba ou parafiBne. On peut ajouter h ces 
huiles des alcools gras et des acides gras (acide stearique). Comme Emulsionnants 
utilisables dans Tinvention, on peut citer par exemple le st6arate de glycerol, le polysorbate 

30 60 et le melange de PEG-6/PEG-32/Glycol St6arate vendu sous la denomination de 
Tefose®63 par la soci6t6 Gattefosse. 

Comme solvants utilisables dans Tinvention, on peut citer les alcools inf^rieurs 
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notamment T^thanol et risopropanol et le propylene glycol. 

Comme gelifiants hydrophiles utilisables datis rinvention, on pent dter 1^ 
polymdres caiboxyvinyliques (caibomer®), las copolymdres aorjdiques tels que Ira 
copolym^es d'acrylates/alkylacrylates, les polyacrylamides, les polysaccharides tels que 
S rhydroxypropylcellulose» les gonmira naturelles et les argiles, et, comme gelifiants 
lipophiles, on pent citer les aigiles modifi6es comme les bentones, les sels m^talliques 
d'acides gras comme les st^arates d'aluminium, la silice hydrophobe, Tethylcellulose et le 
polyethylene. 

La composition pent contenir d'autrra actifs hydrophiles comme les prot6ines 
10 ou les hydrolysats de proteines, les addes amines, les polyols, Tur^e, rallantoine, les 
sucres et les derives de sucre, les vitaminra hydrosolubles, les extraits v6getaux et les 
hydroxyacides. 

Comme actife hpophiles, on peut utiliser le r6tinol (vitamine A) et ses derives, 
le tocopherol (vitamine E) et ses derives, les acides gras essentiels, les cdramides, les 
1 5 huiles essentielles, I'adde salicylique et ses derives. 

Selon rinvention la composition peut associer au moins un autre agent actif 
destine notamment k la prevention et/ou au traitement des affections cutanees. Parmi ces 
agents acti&, on peut dter k titre d'exemple : 

- les agents dinoinuant la differenciation et/ou la proliferation et/ou la 
20 pigmentation cutanee tels que Tadde retinoique et ses isomdres, le retinol et ses esters, la 

vitamine D et ses deriv6s, les oestrogenes tels que Toestradiol, Tacide kojique ou 
rhydroquinone ; 

les antibacteriens tels que le phosphate de clindamycine, 
rerythromycine ou les antibiotiques de la classe des tetracyclines ; 
25 - les antiparasitaires, en particulier le metronidazole, le crotamiton ou 

les pyrethrinoides ; 

- les antifongiques, en particulier les composes appartenant k la classe 
des imidazoles tels que reconazole, ketoconazole ou le miconazole ou leurs sels, les 
composes polyenes, tels que I'amphoteridne B, les composes de la famille des allylamines, 

30 tels que la terbinafine, ou encore Toctopirox ; 

les agents antiviraux tels que I'acyclovir ; 

- les agents anti-inflammatoires steroidiens, tels que Thydrocortisone, 
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le valerate de betamethasone ou le propionate de clobetasol, ou les agaits anti- 
inflanunatoires non-steroidiens comme par exemple ribiq)rofeatie et ses sels, le diclofenac 
et ses sels, Tacide acdtylsalicylique, racetaminophene ou Tacide glycyrrhizique ; 

- les agents anesth6siques tels que le diloifaydrate de lidocame et ses 

5 d6riv6s ; 

- les agents antipmrigineux comme la th^naldine, la trim^razine ou la 

cyproheptadine ; 

- les agents k6ratolytiques tels que les acides a- et P- 
hydroxycarboxyliques ou p-cetocatboxyliques, leurs sels, amides ou esters et plus 

10 particuUerement les hydroxyacides tels que Tacide glycolique, Tacide lactique, Tacide 
salicyUque, I'acide citrique et de manidre g6n6rale les acides de fruits, et Tacide n- 
octanoyl-5-salicylique ; 

les agents anti-radicaux Ubres, tels que Ta-tocopherol ou ses esters, 
les si5)erx)xydes dismutases, certains ch61atants de metaux ou I'acide ascorbique et ses 

15 esters ; 

- les antiseborrhdiques tels que la progesterone ; 

- les antipelliculaires comme Toctopirox ou la pyrithione de zinc ; 

- les antiacneiques conmie Tacide retinoique ou le peroxyde de 

benzoyle. 

20 Ainsi, selon le mode particulier, la composition selon Tinvention comprend 

egalement au moins un agent choisi panni les agents antibacteriens, antiparasitaires, 
antifongiques, antiviraux, anti-inflammatoires, antipmrigineux, anesthfeiques, 
keratolytiques, anti-radicaux libres, anti-seborrheiques, antipellicxalaires, antiacn6iques 
et/ou les agents diminuant la differenciation et/ou la proliferation et/ou la pigmentation 

25 cutanee. 

Les exCTiples figurant ci-aprds sont pr&entes k titre illustratif et non limitatif 
de I'invention. 

Figures 

30 - Figure 1 : Photographie du gel d'electrophorese 2D obtenu selon Pexemple 

I, 

- Figure 2 : Representation de Tinfluence du pH sur Tactivite proteolytique 
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de la SASPase, 

- Figure 3 : Analyse de Tactivite d'lin certain nombre de modulateurs 
conventionnels vis-i-vis de Tactivite proteolytique de la SASPase, 

- Figure 4 : Repr^entation des homologies de structure entre la SASPase et 
des prot^es, 

- Figure S : Representation de lliydrolyse des substrats representes par les 
sequences SEQ ID NO : 31, SEQ ID NO : 32, SEQ ID NO : 33, 
SEQ ID NO : 34 et SEQ ID NO : 35 par la SASPase. 

EXEMPLES 

Mat6riels 

Les oligonucleotides utilises dans les differentes experiences sont presentes ci- 
aprds dans le tableau L 



TABLEAUX 



Nomde 

I'amorce 


Sequence 5' ^3' 


SEQIDN" 


SC130 


GATAGGATCCATGGCCGGGAGCGGAGCCAGGAG 


12 


SC131 


TTGAATTCrCAGTGGGATAGCTCCTGCCGC 


11 


SCI34 


GGCX:CTGGGTGTCTACAATA 


13 


SC135 


TTGGCCACCnTACCACATT 


14 


SC140 


TAGGATCCATGGGGAGCCCAGGGGC 


10 


Not I-(dT)i8 est xin oligonucleotide vendu par la soci6t6 Atnersham Pharmacia Biotech 



Not I-(dT)i8 est con9u pour se fixer aux longues series de A, par exemple les poly A +. 
Utilise dans les reactions de transcription inverse. Not I-(dT)i8 se fixe au poly A +. 



EXEMPLE I - Identification et isolement de la SASPase var electronhorese 
bidintensionnelle sur sel et seauen^a^e 

a) Preparation a partir d'ividerme humain 
Tampons : 

I : SDS 0,3 % ; tris-HCl 28 mM ; tris-base 22 mM 
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2D: 8M uree; 2 % (p/v) 3-[(3"Cholamidopropyl)dim6thylainmomo]-l- 
piopane-sulfonate (CHAPS) ; DitMotfareitol 20 mM ; tampon 0,5 % (vAr) Imobiliiie pH 
gradient (JPG) pH = 3 9-10 de 18 cm commercialis6 par la soci6t6 Amersham Phamiacia 
Biotech. 

5 Des extraits d'%>idemie reconstruit humain sont pr6par& k partdr de 

30 nacelles du kit Episkin J13. IS ml de tampon I sont ajout6s anx 30 epidemies 
reconstruits et le tout ^tpott^s^, port6 k Ebullition pedant 10 mn puis repott^rise. La 
solution est alors coitrifugEe k 10.000 g pendant 10 mn. Le sumageant est recueilli et filtrS 
sxir membrane 0,22 jun. On obtient ainsi 12 ml de sumageant SI. On ajoute alors au 

10 sumageant SI, de Tacetone froide (10 v/2v). Apres 20 mn d'incubation, on centrifuge le 
melange obtenu a 9.400 g pendant 10 mn. Le sumageant est alors elimine et le culot est 
seche a temperature ambiante pendant 20 mn. Le culot est alors repris dans 2 ml de tampon 
2D. On obtient ainsi Textrait EL La concentration en proteine finale est de 1 1 mg/ml. 
b) Gel bidimemionnel 

15 La separation en deux dimensions des protSines contenues dans I'extrait EI est 

r6alis6e sur un appareil de marque Phamiacia (module Multiphor IT). La separation en deux 
dimensions des prot^ines a 6te r^alis^ selon les reconmiandations du foumisseur hormis le 
feit que pour la r66quilibration du gel IPG aprds migration dans la premise direction, 
riodoacetamide a ete omis. La coloration des spots, la recuperation de ceux-ci et le 

20 s6quen9age des polypeptides qu'ils contenaient ont ete realises selon les techniques 
decrites dans Mehul B, Bernard D, Simonetti L, Bernard MA, Schmidt R : Identification 
and cloning of a new calmodulin-like protein firom human epidermis. J Biol Chem 275 : 
12841-12347, 2000, ou encore «A practical guide to protein and peptide purification 
for microsequencing » (Paul Matsudaira editeur, seconde edition 1993). En figure 1 est 

25 represente le gel d'electrophordse correspondant 

Les proteines ont ete detectees par une coloration a Tamide black. Les spots 
correspondant k des proteines identifiees par sequen9age d'Edman sont localises avec le 
nom de ces proteines. Le spot nonmie S ASPase permet de localiser une forme epidermique 
de la proteine ayant un PM apparent de 12 IdD et un pi de 5,8. 

30 Les resultats obtenus ont pemiis de caracteiiser les sequmces SEQ ID NO : 1, 

SEQ IDNO : 2 et SEQ ID NO : 3. 
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EXEMPLE n - Isolement de VADNc codant la SASPase d portir de 
keradnocvte humain et expression de la SASPase (SEP ID NO : 5) et de sa forme 
tronauee ( A 1>84) (SEP ID NO : 4) 

a) Prdvaration de L 'ADNc 

5 Les ARN totaux de k^iatiiiocytes provenant d'epidotne humain reconstruit 

apr^ 13 jours de culture ont 6t6 pr^ar6s k I'aide du kit de pr^aration d'ARN « RNeasy 
Kit® » et purifi^ h I'aide du kit « QIAshredder column® », commercialise par la soci6t6 
QIAGEN selon les instructions du foumisseur. 

ADN complementaires (ADNc) des ARN ainsi prepares ont ete synthetises 

10 a I'aide du kit « First Strand cDNA Synthesis® » commCTcialise par la soci6te Amersham 
Pharmacia Biotech selon les instructions du foumisseur en utilisant comme amorce, 
I'oUgonucleotide Not I-(dT)i8. 

Des fragments d' ADNc codant pour la SASPase complete ainsi obtenus ont 6t6 
amplifies par des reactions de polymerisation en chame (PGR) dans un appareii k cycles 

15 thmniques « Thermocycler® » conmiiercialise par la society Perkin-Elmer en utilisant une 
ADN polymerase pfu commercialisee par la soci^te Promega et comme amorces, le couple 
d'oligonucl6otides SC140 (SEQ ID NO : 10)/SC131 (SEQ ID NO : 11) et les conditions 
suivantes : 1 cycle (95^*0 pendant 2 mn.), 35 cycles (94^*0 pendant 30 sec., 65**C pendant 
30 sec., ll'^C pendant 2 mn.) et 1 cycle (72°C pendant 7 mn.). 

20 De £si9on similaire, des fragments d'ADNc codant pour la forme ttonquee de la 

SASPase (SEQ ID NO : 4), d6pourvue des 84 r6sidus d'acides amines N-tenninaux de la 
SASPase dite A 1-84 ont ete amplifies par PGR en utilisant comme amorces, le couple 
d'oligonucleotides SC131/SC130 (SEQ ID NO : 11 et SEQ ID NO : 12). 

b) Construction et expression de la SASPase recombinante (vSASPase) 

25 L'ADNc de la SASPase obtenu pr6cedemment est introduit dans le vecteur 

plasmidique pGex-4T-3 conomercialise par la societe Amersham Pharmacia Biotech, par 
coupure/ligature aux sites de restriction BamH-l/EcoRl. Ce plasmide recombinant qui 
contient en phase dans le cadre de lecture, la sequence codante de la SASPase 
(SEQ ID NO : 5) et la sequence codante de la glutathion S-transferase (GST) est alors 

30 introduit dans E. coli souche BL21 (DE3) conmiercialise par la soci^td Amerscham 
Pharmacia Biotech. La prot6ine de fusion recombinante exprimSe par les bact^es peut 
Stre coupee par la thrombine dans des conditions douces, la constmction 6tant telle que la 
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proteine de fusion obtraiie porte un site de coupure par cette protease. 

Le produit d'expression est purifie par diromatograpliie d'afGiiite sur colonne 
gluthation-s^harose. 

L'^isemble de ces experiences a ete realist ea ^>pliquant stcictement les 
5 difi&ents protocoles des fonmisseurs. 

L'analyse par 61ectrophor6se sur gel SDS-PAGE d'une fraction aKquote du 
produit d'expression obtenu par mise en oeuvre de la methode d6crite pr^cedemment 
montre que cette m6thode permet Tobtention en quantite satis&isante de la piot^ine de 
fusion recombinante GST-SASPase. 
10 De fa^on similaire, on a obtenu Texpression en quantite satisfaisante de la 

prot6ine de fiision recombinante GST-SASPase tronquee A 1-84 (SEQ ID NO : 4). 



EXEMPLE in ■ Obtention de la SASPase activee (SEP ID NO : 6) 
15 La prot6ine de fusion recombinante GST-SASPase A 1-84 (SEQ ID NO : 4) 

61ute de la colonne glutatbion s^harose obtenue h I'exemple II, est incub^ avec de la 
thrombine dans du tampon PBS, k pH8 pendant 18 heures k 22^C. Le tampon est 6chang6 
par filtration sur gel G25® Biorad centre une solution 100 mM acetate, pH 4,5. Le melange 
ainsi obtenu est soumis h ime cbromatographie cationique en utilisant un gradient de NaCl 
20 (0 & 1 M NaCl). Les fractions contenant la GST et la thrombine sont ^limin^s et la 
fraction 61u6e par la solution k 750 mM de NaCl est r6cuperee. Une analyse par 
electrophorese sm gel SDS-PAGE efFectuee sur la fraction elu6e par la solution de NaCl k 
750 mM, contenant une activite cas6inolytique (doimee non presentee) montre la pr6sence 
d'me bande majoritaire qui, par comparaison avec les marqueurs de masses mol6culaires 
25 pr^ente une masse moleculaire appar^te de 12kD et une bande minoritaire qui 
correspond k la forme tronquee SASPase A 1-84 (SEQ ID NO : 4). 

La foraie de 12kD correspond a la fi>rme activee de la SASPase. Le 
s6quOT9age d'Edman indique que le produit isol6 correspond k la SASPase activee 
(SEQ ID NO: 6). 

30 



EXEMPLE IV - ObtenHon de la SASPase activee (SEP ID NO : 25) 

La deletion du site oodant pour la sequence FANS sur la fr>nne tronqu^ de la 
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SASPase (SEQ ID NO : 4) a Taide du kit Quick Change Site-directed MutagCTiesis 
(Stratageae) et des primers adaptes ^ eflfectuee en utilisant comme matrice d'ADN la 
construction plasmidique de la sequence de la SASPase C27 (SEQ ID NO : 4) dans le 
vecteurpGEX-4T3. 

S Une pioteine dont la sequence prot&que est representee par SEQ ID NO : 36 

est obtenue. 

Aprds incubation k pH 5,00 dans du tampon acetate de cette nou^velle protSine 
il y a, de .fa9on surprenante, generation d*un fragment de bas poids moieculaire (environ 
21 kDa en eiectrophorese SDS-PAGE) qui possSde au plus la sequence SEQ ID NO : 25 de 
10 masse theorique 1 873 1 ,44. ^ 

La SEQ ID NO : 27 de masse theorique 16794.43 est obtenue k partir de la 
SEQ ID NO : 25 en assumant une activation en C-terminal identique h la forme 
SEQ ID NO: 6. 

15 EXEMPLE V - Caractirisation de Vactiviti vrotiohaaue de la vrotiine 

SASPase 

a) Activite vis-d-vis d'un substrat 
Cette activite a ete demontree selon le protocole suivant : 
L'insuline vchaine Beta oxydee (Sigma) est utilisee comme substrat. La 
20 concentration est de 50p,g dans 1,5 ntil de tampon acetate 0,1M pH 5,0. On ajoute 50 ^1 de 
SASPase 12 kD purifiee (SEQ ID NO : 6) (environ Img/ml) par gel filtration pour 
initialiser I'hydrolyse. Des temoins sans enzyme ou sans substrat sont utilises comme 
controles. Au cours du temps (Ih k 24h a 37"^ C) des HPLC sont effectuees pour suivre 
rhydrolyse. Les pics apparaissant rapidement correspondent aux sites d'hydrolyse 
25 principaux et ceux n' apparaissant qu'au bout de 24h aux sites secondaires. Les pics sont 
coUectes apres leur fractionnement et sequences en N-terminal (sequCT9age d'EDMAN, 
Institut Pasteur). 

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF (SEQ ID NO : 15). 
Site principal : E/A (de type pepsin-like) 
30 Sites secondaires : LAT et Y/L (de type pepsin-like) 

Ces resultats montrent que la SASPase activee est capable de degrader 
rinsuline. La denaturation tfaermique (95** C - 10 nan) de la SASPase abolit son activite de 
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degradation de rinsuline. Son activite caseiBolytique a par ailleurs ete demontree (resultats 
nonpresCTtes). 

b) Activity autoccdvtiqtie 

Dans ce second essai, c*est la prot^e GST-SASPase (SEQ ID NO : 4 ) qm est 
ell&-mdme utilis^e comme substrat par autocatalyse. 

La GST-SASPase k Smg/ml dans dn tampon phosphate 0,1M pH 7,0 50 % 
gJyc6rol est acidifi^e rapidement a pH 5,0 par du tampon acetate IM pH 4,5. A chaque 
temps d'incubation a 37° C im aliquot est pris et la reaction est bloquee par Tajout d'xm 
equivalent volume de tampon Laemmli sans DTT. A la fin de la cinetique chaque 
echantillon est analyst par electrophorese SDS-PAGE (Gel a 15 % d'acrylamide) 
demontrant ime apparition progressive d'une bande majoritaire migrant a un PM apparent 
de 12 kD consecutive k la dispaiition de la prot6ine de fusion. 

Get essai montre que Ton pent 6galement obtenir directement la SASPase 
activee (SEQ ID NO : 6) par acidification pH 3 a 6, de preference 4 A 6 de la proteine de 
fiision recombinante GST-rSASPase Al-84 ou GST-SASPase obtenues k Texemple I suivi 
par une Stape de purification par filtration sur gel (G75). 

Par ailleurs, Tanalyse des solutions activ6es par s6quen9age Edman et par 
spectromStre de masse de type QTOF foumit pour la protease autoactiv^e trois sites de 
clivage a peu prds 6quival^ts en probabilit^s : 

F/A (comme certaines cutanS m6talloprot6ases) 

N/S (site de coupure non r6pertori6) 

E/L (uniquement d6crit pour la matrilysine qui est capable d'activer Turokinase 
etIesMMP l,2et9). 

EXEMPLE VI - Mutations dirisees sur le site actifde la SASPase vrouvant 
son avvartenance d la famUle des proteases a acide aspartiaue. 

Le kit Quick Change Site-directed Mutagenesis (Stratagene) est utilis6 pour la 
realisation des mutants de la SASPase. 

La sequence de la SASPase SEQ ID NO : 5 est modifi6e au niveau de Tacide 
aspartique n** 212, soit son site actif potentieL Poxir ce fiiire, deux oligonucleotides sont 
synfli6tises de telle sorte que Tadde amin6 212 soit substitu6 soit en alanine (mutant A/D), 
soit en adde glutamique (mutant E/D). 
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Une amplification par PGR est r6alisee avec chaque co\q)le d'oligonucleotides 
mutes, la construction plasmidique de la sequence de la SASPase C27 dans le vecteur 
pGEX-4T3 est utilisee comme matrice d'ADN. 

Des bact^es comp6tentes (XLl blue) sent ensuite transform^ avec chaque 
produit de PGR. Plusieuis clones sont amplifies et s6quenc6s afin de verifier la presence de 
la mutation souhait6e dt seulement de celle-ci. 

Autoclhase de la SASPase C27etde ses muiants ^ 

Une production des prot^ines recombinantes mut6es est r^s^ selon le mSme 
protocole que pour la forme sauvage, SASPase C27; (SEQ ED NO : 4), 

Chaque prot6ine recombinante prodmte sous forme de proteine de fusion est 
ensuite incubee dans un tampon acetate IM, pH 4,5 a 37 ^C. Des pr61evements au cours du 
temps sont r6alis6s et analyses par SDS-PAGE. 

On observe une diminution au cours du temps de la forme entire GST- 
SASPase C27, ce qui demontre un autoclivage et par consequent une autoactivation ; de 
nombreuses bandes de poids mol6culaires inf^eurs apparaissent. Les formes mutees 
(A/D) et (E/D), qxiant i elles, ne s'autoactivent pas. 

Cette experience confimie rimplication de I'acide aspartique n"" 212 dans le site 
actif de la SASPase. 

EXEMPLE Vn - Analyse de Vexvression de la SASPase oar Northern BloL 
RT'-PCR dans des tissus humaiiis et dans des keratinocvtes, 

Les analyses ont 6X6 eflfectuees par Northem Blot, en utilisant des membranes 
commerciales polyA + ARN blot (Ambion®) selon le protocole decrit par le fabricant, et 
par RT-PCR en utilisant une collection d'ADNc des membranes « rapid-scan® » humaines 
commercialisees par la soci6t6 OriGene Technologies, Inc. 

L'analyse par Northem Blot a 6te effectu^e en utilisant comme sonde I'ADNc 
codant la foraie (tronquee Al-84) de la SASPase (SEQ ID NO : 4) isol6e k partir du 
plasmide recombinant pr6par6 a Texemple II et i Taide d'une membrane contenant 
difKrents 6chantUlons d' ARN. 

La PGR est effectu^e en utilisant la Taq polymerase conamercialisSe par la 
sod6t6 Promega, comme amorces, le couple d'oligonucleotides SC134 
(SEQ ID NO : 13)/SC135 (SEQ ID NO : 14) dans les conditions suivantes : 
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1 cycle de 3 mn. a 94''C, 

25 i 30 cycles (94°C pendant 30 sec., 53*^0 pendant 30 sec., 72^C 
pendant 60 sec.), et 

1 cycle k 72*'C pendant 5 mn. 
S Les produits de PGR resultants sent visualises par coloration au bromure 

d'6fhidium apr^ s^aration sur gel d'agarose 2 % (poidsA^olume). 

Des resultats, il ressort que la SASPase est sensiblement exprimte dans la 
quasi-totalit6 des tissus testes k un niveau faible dans les foie foetal, cerveau foetal, ovaire, 
glande surrenale, thyroide, placenta, testicules, estomac, muscle, poumon, foie, rate et 
10 coeur, et encore plus faible dans la moelle osseuse, le pancreas, la salive, et Tintestin grele. 
Cette expression est en revanche significative dans le cerveau et particulier^ent trds 
61evee dans la peau. 

EXEMPLE Vm - Olwomerisation de la SASPase utUisant un rdactif de 
IS rddculation 

Le protocole utilise s'inspire de la technique d6crite dans T.D. Meek et al ; 
Proc, Natl. Acad. Sci. USA vol. 86, pages 1841-1845, March 1989. 

Une Stude de la reticulation utilisant du BS3 (Pierce) est efiectuee sur de la 
SASPase activ6e (SEQ ID NO ; 6), obtenue par acidification et pxirification par 
20 chromatographie d*exclusion (gel filtration) de la proteine de fiision recombinante GST- 
SASPaseA 1-84. 

A la SASPase activ6e (SEQ ID NO : 6) obtenue k Pexemple IH, placee dans de 
la glace, on ajoute 1 fig de BS3 dans 60 \sl de tampon phosphate 50 mM, pH 7, contenant 
150 mM NaCl, 0,1 % TXlOO, 5 mM EDTA. On prepare egalement un echantillon t&noin 

25 exempt de BS3. Aprte 90 mn, on introduit dans les nwlieux reactionnels 2 yX de Tris-HCl 
1 M, pH 8, pour stopper la reaction. On analyse ensuite les produits obtenus par gel 
filtration sur gel, et par electrophorese SDS-P AGE. 

La SASPase activee incub^e avec du BS3 forme un complexe multim^que 
stable qui par gel filtration sur gel, se s6pare en trois pics majeurs. Trois bandes distinctes 

30 sont 6galement observables sur gel apres Electrophorese SDS-PAGE dont les masses 
molEculaires apparentes, dSterminSes par comparaison avec les marqueurs des masses 
moleculaires sont respectivement de 12kD, comprises entre 10-14kD, 30-451d:) et 
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60-lOOkD. 

EXEMPT TY , I nfluence du vHsur VacthUe protiolvtiaue de SASPase 
10 pi de prot^ines de fusion GST-SASPase A 1-84 (environ 3 m^ml) obteaus k 
5 I'exemple n sont incub6s dans 200 |il de tampon acetate 0,1 ajust6 k difG§rents pH en 
presence du siibstrat cas6ine commercialism sons la denonoination de Enzchek ® par la 
society Molecular Prob^ et utilise aux concentrations preconisees par le foumisseur. 
Trois repetitions sont effectuees poxir chaque essai, 

Apres 20 heures d'incubation a 37^C, la fluorescence est mesuree sur un 
10 lecteur de plaque commercialise sous la denomination de Biolumin ® par la society 
Molecular Probes en utilisant le couple excitation/emission : 485/535 nm. Les r6sultats 
sont presents en figure 2. 

Ces r6sultats montrent que dans les conditions exp6rimentales retenues, 
racti\dt6 enzymatique de la SASPase est d6pendante du pH et prfeente un optimum k pH 
15 5. Par ailleurs, des essais non pr6sent6s en tampon phosphate 0,1 M de pH 6 ^ 7,5 ne 
montrent qu*xme faible activity r^siduelle. 

L'infiuence du pH sur Tauto-activation est egalement r6alis6e et montre une 
optimisation pour des pH entre 3 et 6,9 et de preference entre 4 et 6. 

20 EXEMPLE X - Etude de Veffet de differenis inhibiteurs de la famille des 

proteases a acide asvartiaue sur Vactivite caseinolvtiaue de la SASPase activee 
(SEP ID NO: 6) 

10 pi de SASPase activ6e (SEQ ID NO : 6) auto-activ6s (environ 3 mg/ml), 
sont ajoutes dans 200 jil de tampon ac6tate 0,1 M, pH 5,5, contenant 20 yl de DMSO avec 
25 des inhibiteurs de rStropepsines. Un essai t^moin est efiTectue dans les mSmes conditions en 
absence d'inhibiteur. 

On pr^-incube le melange pendant 1 heure k 4**C, puis on ajoute le substrat, de 
la casSine commercialisee sous la d^omination Enzchzek ®par la society Molecular 
Probes en quantit6 sufiBsante pour obtenir la concentration preconisee par le foumisseur, 
30 les solutions ayant 6t6 prealablement rechauffees k 3TC. 

Le suivi de Thydrolyse de la casSine est effectuS par mesure de la fluorescence 
sur un lecteur de plaques Biolumin ® commercialise par la societe Molecular Probes en 
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utilisant le couple excitation/emission : 485/535 ran. 

Les resultats obtenus sont pr^sent^ en jSgure 3. On constate que les dnetiques 
d'hydrolyse de la cas^ine, en presence des inhibiteurs de r^tropepsines RPl et RP2 sont 
plus feibles que le t^oin. L' activity de la SASPase est done inhib6e par ces inhibiteurs. 

- RPl correspond a la s6qumce Ac-Leu-Val-Phe-aldSiyde et est 
commercialism par Bachem sous la reference N 1 395.0005, 

- RP2 correspond a la sequence Ac-Leu-Leu-Met-aldehyde et est 
commercialism par Bachem sous la reference N 13 15.0005 et 

- RP3 correspond k la sequence Ac-Leu-Leu-Nle-aldehyde et est 
commercialise par Bachem sous la reference N 1320.0005. 

On constate en outre que la cin6tique d'hydrolyse de la caseine, en presence de 
rinhibiteur de retropepsine RP3, est significativement plus elevee que celle obtenue dans 
les conditions t^moins. L'activite de la SASPase semble done 6tre stimul6e par cet 
inhibiteur. 

EXEMPLE XI - Etude de I'effet de la SASPase acAvie (SEP ID NO : 6) sur 
la desra dation de la corndodesmosine extraite de stratum corneum hmnabu 

a) Principe 

La commodesmosine est un marqueur de la desquamation car elle intervient 
dans la cohesion com6ocytaire au niveau des comeodesmosomes. Plus la prot6ine est 
d6grad6e, plus le detachement des comeocytes est significatif. La degradation de la 
comeodesmosine est done ime etape cle de la desquamation. 

Le test utilise dans cette etude consiste done k sui\a-e cette degradation en 
presence de la substance k tester, 

b) Preparation de Vechantillon 

Des poudres acmtoniques sont pr6par6es k partir de stripping vemis (Mdhul B, 
Bernard D, Simonetti L, Bernard MA, Schmidt R : Identification and cloning of a new 
calmodulin-like protein from human epidermis. J Biol Chem 275 : 12841-12347, 2000) 
pr^lev^ sur des bas de jambes de personnes volontaires k peau s^he. Des fractions 
aliquotes de 2 mg de poudre de stratum corneum sont introduites sdparement dans des 
tubes Eppendorfe, puis immergees dans les solutions a tester k raison de 100 |il/mg. Les 
solutions sont prepar6es en tampon acetate pH 5. Un temoin sans protease est prepare en 
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parallele afin d'6valiier la degradation naturelle de la comeodesmosine. Pour chaque test, 
on pr^are trois echantillons. Les 6cliantillons, essais et temoin sont incubes a SO'^C sous 
agitation pendant 24 heures. 

c) Extraction separation et ditection des vrotiines, 
5 Les prot6ines sont extraites avec du tampon Laemmli complet EUes sont 

dosees par la m^thode de Bradford (kit Bio-Rad®). La concentration de chaque 6chantillon 
est ajust^e pour permettre la comparaison des 6chantillons. Les polypeptides sont s6pares 
par electrophorese SDS-PAGE sur gel d'aaylamide 15 %, puis trans£§res sur membrane 
de PVDF. Une iinmiino-detection par une solution d'anticorps anti-com6odesmosine 

10 utilisee au 1/12500 et d'anticorps secondaires couples a la peroxydase permet de reveler la 
comeodesmosine, Les bandes d6tect6es par chimio-luminescence sont quantifiees a I'aide 
du logidel Quantity One ® de la society Biorad. Les membranes sont ensuite color^es k 
Tamido-black, puis scaim6es. En outre, les k^atines qui sont des proteines majoritaires des 
extraits comeocytaires sont quantifiees afin de verifier Tajustement a 0,6 mg/ml de tons les 

15 Echantillons. 

Un temoin positif de degradation (+) est pr6par6 en utilisant 5 mM d'EDTA. 
Un essai est r6alis6 en presence de 60 jig de SASPase activ6e. Un t&noin n6gatif 
repr^sente la degradation naturelle de la com6odesmosine dans les conditions op6ratoires 
du test. 

20 4) Resultats 



TABLEAU n 





Comiodesmosine normalisee 


Comiodesmosine risidueUe % 


TO 


T24h 


T24h/rO*100 


SASPase activ6e 


33107 


24918 


75 


T6moin + 


31657 


26685 


84 


T6moin- 


32701 


30546 


93 



On constate une diminution significative du pourcentage de comeodesmosine 
rSsiduelle lorsque les poudres acetoniques de stratum comeum sont mises en contact avec 
25 la SASPase activee (SEQ ID NO : 6) par rapport aux t&noins. 
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EXEMPLE XTT - R echerche de substrat pour la mise m evidence <fe 
VactiviteSASPase ; 

On utilise le substrat peptidique considere (SEQ ID NO : 31, SEQ ID NO :32, 
5 SEQ ID NO : 33, SEQ ID NO : 34 ou SEQ ID NO : 35) queache a I'aide du systdme 
fluorescent Abz/(N02)Tyr a raison de lOOfiM dans DMSO puis on ajoute lOp^L de cette 
solution mdre de substrat pour 100|il de tampon acetate 0,1M pH 5,00. 

On ajoute 10 ^ig de GST-C27 Oprot6ine de fusion a 1 mg/ml dans du PBS). 
Incubation 37°C. La lecture de fluorescence est r6alisee a 340/450nm sur lecteur de 
10 plaques de type Biolumin a diff^ents temps. Les r6sultats sont pr6sentes en figure 5. 

On note que le peptide naturel (wt) est bien hydrolyse par la SASPase mais des 
substitutions d'acides amin^ dans la sequence de ce peptide peuvent g6n6rer des substrats 
pour lesquels la SASPase possede plxis d'affinite. 

Une recherche (base MEROPS) sur les differentes proteases capables de couper 
15 les liaisons peptidiques hydrolys6es ou hydrolysables par la SASPase (combinaisons des 
difF6rents acides amines trouves en position PI avec les addes amines trouves en position 
P2 des sequences hydrolys6es par la SASPase ) font apparaitre, en paralldle avec des 
proteases de type retroviral, des proteases qui ont 6t6 d6crites comme importantes povir 
peau: la SCCE (desquamation, conversion de la proILlB) les MMPl, 2 et 9 
20 (cicatrisation... X La mu Calpain (maturation de I'enveloppe com^e, processing de la 
filaggrine), la thrombine (activation de « Protease Activated Receptors »), les convertases 
1 ,2,4,5 et 7 (processing de la filaggrine, regulation de la differentiation. • .). 

Ces constatations renforcent Tidee d'un rdle important de la SASPase dans la 
physiologic cutan6e. 



25 



wo 2004/007548 




PCT/FR2003/002151 



REVENDICATIONS 

1. Composition cosmetique ou pharmaceutique cotqpraiant dans un milieu 
physiologiquement acceptable, au moins im polypeptide naturel ou synth6tique purifi6 dont 

5 la sequence peptidique est representee en tout ou partie par au moins une sequence choisie 
paimi SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 8 ; SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et 
leurs homologues. 

2. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
10 polypeptide possede une sequence peptidique representee par SEQ ID NO : 5, SEQ ID 

NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27. 

3. Composition selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide se presente sous une forme multimdre et de preference dimere. 

4. Composition selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee 
15 en ce que ledit polypeptide a siibi une ou plusieurs modifications post-traductionnelles. 

5. Composition selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee 
en ce que ledit polypeptide se presente sous la forme d'un polypeptide de sequence 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou 
SEQ ID NO : 27 fusionne avec un autre polypeptide, un agent de dblage hydrophile ou 

20 hydrophobe ou un precurseur de bioconversion. 

6. Composition cosmetique ou pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle 
comprend dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins im melange de 
polypeptides issu de la proteolyse d'xm polypeptide dont la sequence est representee en 
tout ou partie par la sequence SEQ ID NO : 5, SEQ ED NO : 6, SEQ ID NO : 7, 

25 SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27 ou leurs homologues et plus 
particuUerement dont la sequence est rqnresentee par SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, 
SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 1 6, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27. 

7. Precede de traitement cosmetique destine h lutter centre les troubles 
cutanes lies k un dysfonctionnement de la proliferation et/ou de la differmciation 

30 cellulaire, caract6rise en ce que Ton fiqpplique sur la peau, les muqueuses et/ou les fibres 
keratiniques une composition cosmetique comprenant au moins un polypeptide dont la 
sequence peptidique comprend au moins une sequence choisie parmi SEQ ID NO : 1, 
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SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, 
SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et leurs 
homologues ou un melange issu de la proteolyse dudit polyp^tide. 

8. Proc6d6 selon la revendication 7, caract^s6 en ce que ledit i>olypeptide 
5 possdde la s6queiice SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, 

SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27. 

9. Pioc^^ de traitement cosmetique selon la revendication 7 ou 8, caract6ris6 
en ce qu'il vise a traiter les peaux sdches, rhyperkdratose, la parak6ratose, les troubles de 
la s6bogenese, les n^oplasies et/ou les signes de vieiUissement cutan6. 

10 10. Utilisation d'un polypeptide dont la sequence peptidique comprend au 

moins une sequence choisie parmi SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO : 6, SEQ ED NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, 
SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et leurs homologues et plus particuHerement dont 
ladite sequence peptidique est repr^entee en tout ou partie par SEQ ID NO : 5, 

15 SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO ; 7, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27, 
ou d'un melange issu de la prottolyse dudit polypeptide pour la pr^aration d'une 
composition pharmaceutique destin6e au traitement des infections dennatologiques. 

11. Utilisation selon la revendication 10, caract^s^ en ce que la composition 
pharmaceutique est destinde h traiter Tichtyose, le psoriasis, I'ecz^a, la rosac6e, les 

20 lichens, les prurits, ou toutes pathologies impliquant une hyperk^ratose, une parak^tose 
ou ayant une composante inflammatoire. 

12. Utilisation d'un polypeptide dont la sequence peptidique comprend au 
moins une sequence choisie parmi SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, 
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO: 9, 

25 SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et leurs homologues pour la 
preparation d'une composition antivirale. 

13. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce que ladite sequence 
peptidique est repr6sent6e par SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 1 6, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27. 

30 14. Utilisation d'un compos6 chimique ou biologique pour la pr^aration d'une 

composition destinee k interagir avec ou k moduler Tactivit^ biologique d'un polypqptide 
dont la sequence peptidique comprend au moins une sequence choisie parmi 
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SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et 
leurs homologues et plus particuli^rement dont la sequence peptidique est representee par 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou 
SEQ ID NO: 27. 

15. Utilisation selon la revendication 14, caiactoisee en ce que le compose est 
une protease pr6sentant un site specifique de reconnaissance et/ou de jSxation et de coupure 
au sein de la sSquence dudit polypeptide. 

16. Utilisation selon la revendication 14, caract6risee en ce que le compose est 
un inhibiteur choisi de preference parmi les inhibiteurs de r6tropepsines. 

17. Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que le compos6 est 
un activateur. 

18. Utilisation selon la revendication 14, caract^s6e en ce que le compose est 
un anticorps speciiSque dudit polypeptide. 

19. Utilisation d*un polypeptide dont la sequence peptidique est representee par 
au moins xme sequence choisie parmi SEQ ID NO : 3 1, SEQ ID NO : 32, SEQ ID NO : 33, 
SEQ ID NO : 34 et SEQ ID NO : 35, pour preparer une composition destinee a moduler 
Tactivite de la SASPase. 

20. Composition cosmetique ou pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle 
comprend dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins une sequence 
nucieotidique codant un polypeptide tel que defini en revendications 1 a 5, ou une 
sequence sens, antisens ou antisens interferentiel correspondant a ladite sequence 
nucieotidique. 

21. Composition selon la revendication 20, caracterisee en ce que ladite 
sequence nucieotidique est constituee de la sequence nucieotidique codante 
SEQ ID NO : 20, SEQ ID NO : 24, SEQ ID NO : 26 ou SEQ ID NO : 28. 

22. Utilisation d'un compose biologique ou chimique pour la preparation d'une 
composition destinee k inhiber la dimerisation d'un polypeptide de sequence 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27. 

23. Utilisation d'un polypeptide dont la sequence peptidique est choisie pamii 
SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et 
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leurs homologues a titre d'outil de CTiblage. 

24. Utilisation d'un polypeptide dont la sequence peptidique est choisie panni 
SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et 

5 leuis homologues pour la preparation d'un outil de diagnostic. 

25. Utilisation d'un polypeptide dont la sequence peptidique est choisie panni 
SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et 
leurs homologues et plus particulidrement d'un polypeptide dont la sequence est 

10 representee par SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, 
SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27, de ses fragments de proteolyse, ou de tout peptide 
synthetique deduit de la sequence dudit polypeptide, pour preparer ou purifier, 
^ventuellement a partir d'epidenne, toute molecule, susc^tible de moduler son interaction 
avec d'6ventuels ligands. 

15 26. Utilisation d'un polypeptide dont la sequence peptidique est choisie parmi 

SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 
SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO : 27 et 
leurs homologues et plus particulierement d'un polypeptide dont la sequence est 
representee par SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, 

20 SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27, de ses fragments de proteolyse, ou de tout peptide 
synthetique deduit de la sequence dudit polypeptide, pour seiectionner de nouvelles 
molecules antivirales presentant moins d'effets secondaires. 

27. Utilisation d'un polypeptide dont la sequence peptidique est choisie parmi 
SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, 

25 SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 et SEQ ID NO 27 et 
leurs homologues et plus particulidrement d'un polypeptide dont la sequeace peptidique est 
representee par SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 16, 
SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27, de ses fragments de proteolyse, de tout peptide 
synthetique deduit de la sequence dudit polypeptide, pour preparer des antiserums et/ou 

30 des anticorps monoclonaux spedfiques, visant notamment k purifier ledit polypeptide et 
ses fragments ou a moduler son activite. 

28. Polypeptide isol6 et purifie appartenant k la famille des protease k acide 
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aspartique, caracterise en ce qu'il possede une sequ^ce peptidique rq)resmtee par 
SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 1 6, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27- 

29. Polypeptide selon la reveadication 28, caract6ris6 en ce qu'il possdde une 
masse mol6culaire apparente comprise eatre S et 30 kD, plus particulieremeat eatre 9 et 

S 15 kD et notamment entre 11 et 14 kD. 

30. Polypeptide selon la revendication 28 ou 29, caracterise en ce qu'il se 
pr&ente sous une forme multim^re et de preference dimere. 

31. Polyp^tide selon Tune quelconque des revendications 28 k 30, caracterise 
en ce qu'il possdde un point iso61ectrique theorique compris entre 3 et 9. ' 

10 32. Polyp^tide selon Tune quelconque des revendications 28 ^ 31, caracterise 

en ce qu'il est d'origine naturelle et purifie a partir de tissus de mammiferes. ; 

33. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications 28 k 32, caracterise 
en ce qu'il est purifie a partir de peau humaine et plus particuUerement h partir d'epiderme 
humain. 

15 34. Polypeptide selon Pune quelconque des revendications 28 k 33, caracterise 

en ce qu'il a subi une ou plusieurs modifications post-traductiomielles. 

35. Polypeptide selon la revendication 28 ou Tune des revendications 30 k 34, 
caracterise en ce qu'il se presente sous la forme d'un polypeptide de sequence 
SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27 fusionn6 avec un 

20 autre polypeptide, un agent de ciblage hydrophile ou hydrophobe ou un precurseur de 
bioconversion. 

36. Anticorps poly- ou mono-clonal, caracterise en ce qu'il recoimait 
specifiquement un polypeptide dont la sequence peptidique est representee par 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 1 6, SEQ ID NO : 25 ou SEQ ID NO : 27. 

25 37. Utilisation d'un anticorps tel que defim dans la revendication 36 pour la 

fabrication d'une composition destinee au diagnostic d'une deficience ou d'une 
surexpression de la proteine S ASPase , 

38. Utilisation d'un anticorps tel que defini dans la revendication 36 pour la 
fabrication d'une composition destinee k bloquer I'activite et/ou I'activation de la SASPase 

30 dans le traitement de pathologies caracterisees par une surexpression et/ou une activite 
exageree de la SASPase. 

39. Fragment d'acide desoxyribonucieique isoie et purifie codant un 
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polypq>tide tel que defini dans Pune des rev^dications 28 a 35. 

40. Fragment d'acide desoxyribonucleique isol6 et puiifie constitue de la 
sequence nucltotidique codante SEQ ID NO : 20, SEQ ID NO : 24, SEQ ID NO : 26 on 
SEQIDNO:28. 

5 41. Vecteur d'expression recombinant contoiant tout ou partie de la sequence 

nucleotidique codante SEQ ID NO : 20, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO : 26 ou 
SEQ ID NO: 28. 

42. Utilisation d*au moins une sequence d'adde desoxyribonucleique telle que 
definie en revendications 39 ou 40 pour preparer une sequence d'acide ribonucleique sens, 

10 antisens ou antisens interf^entiel. 

43. Acide ribonucleique, sens, antisras ou autisens intCTf^rentiel correspondant 
au moins k la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 20, SEQ ID NO : 24, 
SEQ ID NO : 26 ou SEQ ID NO : 28. 

44. Utilisation d'au moins une sequence sens ou antisens telle que definie en 
IS revffldication 43 a des fins de clonage ou d'identification d'un polypeptide de sequence 

SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou 
SEQ ID NO : 27 ou de leurs homologues. 

45. Utilisation d'au moins une sequence sens ou antisens telle que definie &a 
20 revendication 43 pour la preparation d*une composition destin^e au diagnostic d'un 

polypeptide de sequence SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, 
SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 16, SEQ ID NO : 25 ou 
SEQ ID NO : 27 ou de leurs homologues. 
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SEQUENCE LISTING 



<110?- L'OREAL 



<120> Utilisation de proteases aspartiques dans le domaine cosmetique et 
tnerapeutique. 



<130> BR75585/CR/PLC/cr 

<150> FR 02 08613 
<151> 2002-07-09 



<160> 36 



<170> Patentin version 3.1 



<210> 1 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

<400> 1 

Phe Leu val Asp Ser Gly Ala Gin Val Ser Val Val 
15 10 



<210> 2 

<211> 21 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Ala Gin Phe Leu val Ala Asn Ala Ser Ala Glu Glu Ala ile lie Gl 
1 5 10 15 

Thr Asp Val Leu Gin 
20 



<210> 3 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

<400> 3 

Ile Leu Gly val Trp Asp Thr Ala Val 



<210> 4 

<211> 259 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

Page 1 
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<400> 4 

Met Ala Gly Ser Gly Ala Arg Ser Glu Glu Gly Arg Arg Gin His Ala 
15 10 15 

Phe val Pro Glu Pro Phe Asp Gly Ala Asn val val Pro Asn Leu Trp 
20 25 30 

Leu His ser Phe Glu Val He Asn Asp Leu Asn His Trp Asp His lie 
35 40 45 

Thr Lys Leu Arg Phe Leu Lys Glu Ser Leu Arg Gly Glu Ala Leu Gly 
50 55 60 

Val Tyr Asn Arg Leu Ser Pro Gin Asp Gin Gly Asp Tyr Gly Thr Val 
65 70 75 80 

Lys Glu Ala Leu Leu Lys Ala Phe Gly val Pro. Gly Ala Ala pro Ser 
85 . 90 . . .95 

His Leu Pro Lys Glu lie Val Phe Ala Asn Ser Met Gly Lys Gly Tyr 
100 105 110 

Tyr Leu Lys Gly Lys lie Gly Lys Val Pro val Arg Phe Leu Val Asp 
115 120 125 

Ser Gly Ala Gin val ser val val His Pro Asn Leu Trp Glu Glu Val 
130 135 140 

Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu Gin Pro Phe Glu Asn Val Val Lys 
145 150 155 160 

Val Ala Asn Gly Ala Glu Met Lys lie Leu Gly val Trp Asp Thr Ala 
165 170 175 

Val ser Leu Gly Lys Leu Lys Leu Lys Ala Gin Phe Leu val Ala Asn 

180 185 - • .190. 

Ala Ser Ala Glu Glu Ala lie lie Gly Thr Asp Val Leu Gin Asp His 
195 200 205 

Asn Ala lie Leu Asp Phe Glu His Arg Thr cys Thr Leu Lys Gly Lys 
210 215 220 

Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val Gly Gly Ser Leu Glu Asp Glu Phe Asp 
225 230 235 240 

Leu Glu Leu lie Glu Glu Asp Pro Ser Ser Glu Glu Gly Arg Gin Glu 
245 250 255 

Leu ser His 



<210> 5 

<211> 343 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

Met Gly ser Pro Gly Ala Ser Leu Gly lie Lys Lys Ala Leu Gin ser 
15 10 15 

Glu Gin Ala Thr Ala Leu Pro Ala Ser Ala Pro Ala Val ser Gin Pro 
20 25 30 

Thr Ala Pro Ala Pro Ser Cys Leu Pro Lys Ala Gly Gin Val He Pro 
35 40 45 

Page 2 
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Thr Leu Leu Arg Glu Ala Pro Phe ser Ser Val He Ala Pro Thr Leu 
50 55 60 

Leu cys Gly Phe Leu Phe Leu Ala Trp Val Ala Ala Glu Val Pro Glu 
65 70 75 80 

Glu Ser ser Arg Met Ala Gly Ser Gly Ala Arg Ser Glu Glu Gly Arg 
85 90 95 

Arg Gin His Ala Phe Val Pro Glu Pro Phe Asp Gly Ala Asn val val 
100 105 110 

Pro Asn Leu Trp Leu His ser Phe Glu val He Asn Asp Leu Asn His 
115 120 125 

Trp Asp His He Thr Lys Leu Arg Phe Leu Lys Glu Ser Leu Arg Gly 

130 135 140 . . ■ * • 

Glu Ala Leu Gly Val Tyr Asn Arg Leu Ser Pro Gin Asp Gin Gly Asp 
145 150 155 160 

Tyr Gly Thr Val Lys Glu Ala Leu Leu Lys Ala Phe Gly Val Pro Gly 
165 170 175 

Ala Ala Pro Ser His Leu Pro Lys Glu lie Val Phe Ala Asn ser Met 
180 185 190 

Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly Lys He Gly Lys Val Pro Val Arg 
195 200 205 

Phe Leu val Asp Ser Gly Ala Gin val Ser val Val His Pro Asn Leu 

210 215 220 

Trp Glu Glu val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu Gin Pro Phe Glu 
225 230 .235 240 

Asn val val Lys val Ala Asn Gly Ala Glu Met Lys He Leu Gly val 
245 250 255 

Trp Asp Thr Ala val Ser Leu Gly Lys Leu Lys Leu Lys Ala Gin Phe 
260 265 270 

Leu Val Ala Asn Ala Ser Ala Glu Glu Ala He He Gly Thr Asp val 
275 280 285 

Leu Gin Asp His Asn Ala He Leu Asp Phe Glu His Arg Thr cys Thr 
290 295 300 

Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro val Gly Gly Ser Leu Glu 
305 310 315 320 

Asp Glu Phe Asp Leu Glu Leu He Glu Glu Asp Pro Ser Ser Glu Glu 
325 330 335 

Gly Arg Gin Glu Leu ser His 
340 

<210> 6 

<211> 138 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

<400> 6 

Ala Asn Ser Met Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly Lys He Gly Lys 
15 10 15 

Page 3 
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val Pro val Arg Phe Leu val Asp ser Gly Ala Gin Val' ser val val 
20 25 30 

His Pro Asn Leu Trp gIu gIu Val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu 
35 40 45 

Gin Pro Phe Glu Asn val Val Lys Val Ala Asn Gly Ala Glu Met Lys 

lie Leu Gly val Trp Asp Thr Ala val Ser Leu Gly Lys Leu Lys Leu 
65 70 75 80 

Lys Ala Gin Phe Leu val Ala Asn Ala ser Ala Glu Glu Ala lie lie 
85 90 95 

Gly Thr Asp val Leu Gin Asp His Asn Ala lie Leu Asp Phe Glu His 
100 105 110 . 

Arg Thr Cys Thr Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu pro Val Gly 
115 120 125 

Gly Ser Leu Glu Asp Glu phe Asp Leu Glu 
130 135 

<210> 7 

<211> 58 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

<400> 7 

Met Gly ser Pro Gly Ala ser Leu Gly He Lys Lys Ala Leu Gin ser 
15 10 15 

Glu Gin Ala Thr. Ala Leu Pro Ala Ser Ala Pro Ala val ser Gin Pro 
20 25 30 

Thr Ala Pro Ala Pro ser Cys Leu Pro Lys Ala Gly Gin val He Pro 
35 40 45 

Thr Leu Leu Arg Glu Ala Pro Phe Ser ser 
50 55 

<210> 8 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

<400> 8 

val He Ala Pro Thr Leu Leu Cys Gly Phe Leu Phe Leu Ala Trp val 
15 10 15*^ 

Ala Ala 



<210> 9 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 9 

Leu lie Glu Glu Asp pro Ser Ser Glu Glu Gly Arg Gin Glu Leu ser 
15 10 15 

His 

Page 4 
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<210> 10 
<211> 25 
<212> DMA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce SC140 d ' amp! i f i cati on par PGR de fragments d'ADNc codant pour la 
SASPase complete. 

<400> 10 

taggatccat ggggagccca ggggc ^ 25 

<210> 11 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce SC131 d • amp! i f i cati on par PGR d'ADNc codant pour la SASPase 
complete ou pour la forme 
tronquee SASPase Delta 1-84. 

<400> 11 

ttgaattctc agtgggatag ctcctgccgc 30 

<210> 12 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220>. 

<223> Amorce SC130 d ' ampl i f i cati on par PGR d'ADNc codant pour la SASPase dite 
Delta 1-84, 

<400> 12 

gataggatcc atggccggga gcggagccag gag 33 

<210> 13 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce SC134 d ' ampl i fi cati on par RT-PGR. 

<400> 13 

ggccctgggt gtctacaata 20 

<210> 14 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce SG135 d' amplification par RT-PGR, 

<400> 14 

ttggccacct ttaccacatt 20 



<210> 15 
<211> 25 
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<213> Homo sapiens 

<400> 15 

Phe val Asn Gin His Leu Cys Gly ser His Leu val Glu Ala Leu Tvr 
1 5 10 15 

Leu val Cys Gly Glu Arg Gly phe Phe 
20 25 

<210> 16 

<211> 136 

<212> PRT 

<213> Homo Sapiens 

<400> 16 

ser Met Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly Lys He Gly Lys Val Pro 
1 5 10 . 15 . 

val Arg Phe Leu val Asp Ser Gly Ala Gin val ser val val His Pro 
20 25 30 

Asn Leu Trp Glu Glu val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu Gin Pro 
35 40 45 

Phe Glu Asn val Val Lys val Ala Asn Gly Ala Glu Met Lys He Leu 
50 55 60 

Gly Val Trp Asp Thr Ala Val ser Leu Gly Lys Leu Lys Leu Lys Ala 
65 70 75 80 

Gin Phe Leu val Ala Asn Ala ser Ala Glu Glu Ala He He Gly Thr 
85 90 95 

Asp val Leu Gin Asp His Asn Ala lie Leu Asp Phe Glu His Ara Thr 
100 105 110 . 

cys Thr Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val Gly Gly ser 
115 - 120 125 

Leu Glu Asp Glu Phe Asp Leu Glu 
130 135 

<210> 17 

<211> 36 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . C36) 
<223> 

<400> 17 

ttc ctg gtg gac tct ggg gcc cag gtc tct gtg gtc 36 
Phe Leu val Asp ser Gly Ala Gin Val Ser val val 
1.5 10 

<210> 18 

<211> 777 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<220> 
<221> CDS 
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<222> (1) . • (777) 
<223> 

<400> 18 

atg gcc ggg age gga gcc agg agt gag gaa ggc cgc egg cag cat gcc 48 

Met Ala Gly Ser Gly Ala Arg ser Glu Glu Gly Arg Arg Gin His Ala 

15 10 15 

ttc gtc ccg gaa cct ttt gat ggg gcc aat gtc gtc cca aac etc tgg 96 
Phe val pro Glu Pro Phe Asp Gly Ala Asn Val Val Pro Asn Leu Trp 
20 25 30 

ctg cac age ttt gaa gtc ate aat gac etc aac cat tgg gac cat ate 144 
Leu His ser Phe Glu Val He Asn Asp Leu Asn His Trp Asp His lie 
35 40 45 

ace aag eta agg. ttc ctg aaa gag tec etc aga gga gag gee ctg ggt 192 
Thr Lys Leu Arg Phe Leu Lys Glu ser Leu Arg Gly Glu Ala Leu Gly 
50 55 60 . . . 

gtc tac aat agg etc agt ecc cag gac cag gga gac tat ggg act gtg 240 
val Tyr Asn Arg Leu Ser Pro Gin Asp Gin Gly Asp Tyr Gly Thr Val 
65 70 75 80 

aaa gag gcc etc ctg aag gcc ttt ggg gtc cct ggg get gcc ecc age 288 
Lys Glu Ala Leu Leu Lys Ala Phe Gly Val Pro Gly Ala Ala Pro ser 
85 90 95 

cac ctg ecc aaa gag ate gtc ttt gee aac age atg ggt aag ggc tac 336 
His Leu pro Lys Glu He val Phe Ala Asn ser Met Gly Lys Gly Tvr 
100 105 110 

tat etc aag ggg aag att ggc aaa gtg ecc gtg agg ttc ctg gtg gac 384 
Tyr Leu Lys Gly Lys He Gly Lys VaT Pro Val Arg Phe Leu Val Asp 

115. - 120 125 

tct ggg gcc cag gtc tet gtg gtc cac cca aac ttg tgg gag gag gtc . 432 
Ser Gly Ala Gin Val Ser val val His Pro Asn Leu Trp Glu Glu val 
130 135 140 

act gat ggc gat ctg gac ace ctg cag ecc ttt gag aat gtg gta aag 480 
Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu Gin Pro Phe Glu Asn VaT val Lvs 
145 150 155 160 

gtg gcc aat ggt get gaa atg aag ate ctg ggt gtc tgg gat aca gcg 528 
VaT Ala Asn cTy Ala Glu Met Lys He Leu Gly val Trp Asp Thr Ala 
165 170 175 

gtg tec eta ggc aag ctg aag ctg aag gea cag ttc eta gtg gee aat 576 
VaT ser Leu cTy Lys Leu Lys Leu Lys Ala Gin Phe Leu VaT Ala Asn 
180 185 190 

gcg agt gcc gag gaa gcc ate att ggc act gat gtg etc cag gac cac 624 
Ala ser Ala Glu Glu Ala lie lie cTy Thr Asp Val Leu Gin Asp His 
195 200 205 

aat get ate ctg gac ttt gag cac cgc aca tge ace ctg aaa ggg aag 672 
Asn Ala lie Leu Asp Phe Glu His Arg Thr cys Thr Leu Lys gTv Lvs 
210 215 220 

aag ttt cgc ctt ctg cct gtg gga ggg tec ctg gaa gat gag ttt gac 720 
Lys Phe Arg Leu Leu Pro VaT Gly GTy Ser Leu Glu Asp Glu Phe Asp 
225 230 235 240 

ctg gag etc ata gag gag gac ecc tec tea gaa gaa ggg egg cag gag 768 
Leu Glu Leu He Glu Glu Asp Pro Ser Ser Glu Glu Gly Arg Gin Glu 
245 250 255 
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777 



<210> 19 

<211> 1029 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1029) 

<223> 

<400> 19 

atg ggg age cca ggg gcc 
Met Giy ser Pro Giy Ala 



age eta 
ser Leu 



cet gcc 
pro Ala 



tgc ttg 
Cys Leu 
40 

ceg ttt 
Pro Phe 
55 

ttg gcg 
Leu Ala 



ggg age 
Giy ser 



ceg gaa 
pro Glu 



gaa cag gee aca gca ctg 
Glu Gin Ala Thr Ala Leu 
20 

acc gcg cct get ccc tec 
Thr Ala pro Ala Pro ser 
35 

act ctg ett ega gag gcc 
Thr Leu Leu Arg Glu Ala 
50 

etc tgt ggg ttt etc ttc 
Leu Cys Giy Phe Leu Phe 

65 . 70 

gag age age agg atg gcc 
Glu Ser Ser Arg Met Ala 
85 

egg cag eat gee ttc gtc 
Arg Gin His Ala Phe val 
100 

cca aac etc tgg ctg cac age ttt 
Pro Asn Leu Trp Leu His Ser Phe 
115 120 

tgg gac eat ate acc aag eta agg 
Trp Asp His He Thr Lys Leu Arg 
130 135 

gag gcc ctg gqt gtc tac aat agg 
Glu Ala Leu Giy Val Tyr Asn Arg 
145 150 

tat ggg act gtg aaa gag gee etc 

Tyr Giy Thr val Lys Glu Ala Leu 
165 

get gee ccc age cac ctg ccc aaa 

Ala Ala Pro Ser His Leu pro Lys 
180 

gqt aag ggc tac tat etc aag gqg 

Giy Lys Giy Tyr Tyr Leu Lys Giy 

195 200 



ggc ate aaa 
Giy lie Lys 
10 

tct gcc cca 
Ser Ala pro 
25 

ccc aag gcc 
Pro Lys Ala 



tee age gtg 
Ser Ser Val 



tgg gtt get 
Trp Val Ala 
75 

gqa gee agg 
Giy Ala Arg 
90 

cet ttt gat 
Pro Phe Asp 
105 

gaa gtc ate 
Glu val lie 



ttc ctg aaa 
Phe Leu Lys 



etc agt ccc 
Leu Ser pro 
155 

ctg aag gcc 
Leu Lys Ala 
170 

gag ate gtc 
Glu He val 
185 

aag att ggc 
Lys lie Giy 



aag get ctg cag agt 
Lys Ala Leu Gin ser 
15 

gca gtc age cag ceg 
Ala Val ser Gin Pro 
30 

gga caa gtc ate ccc 
Giy Gin val lie Pro 
45 

att gcg ceg aca ctg 
He Ala Pro Thr Leu 

60 

get gag gtt cca gag 
Ala Glu val Pro Glu 
80 

agt gag gaa ggc cgc 
Ser Glu Glu Giy Arg 
95 

ggg gcc aat gtc gtc 
Giy Ala Asn Val Val 
110 

aat gac etc aac cat 
Asn Asp Leu Asn His 
125 

gag tec etc aga gga 
Glu Ser Leu Arg Giy 
140 

cag gac cag gga gac 
"n Giy Asp 
160 



Gin Asp Gl 



ttt ggg gtc cet ggg 
Phe Giy val Pro Giy 
175 

ttt gcc aac age atg 
Phe Ala Asn Ser Met 
190 

aaa gtg ccc gtg agg 
Lys val Pro Val Arg 
205 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



624 
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ttc ctg gta gac tct ggg gcc cag gtc tct gtg gtc' caV c'cV aac ttg 
Phe Leu vai Asp Ser Gly Ala Gin Val Ser Vai Val His Pro Asn Leu 



210 



215 



220 



tgg gag gag gtc act gat ggc gat ctg gac acc ctg cag ccc ttt gag 
Trp Glu Glu val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu Gin Pro Phe Glu 
225 230 



aat gtg gta aag gtg gcc aat 
Asn vaT Val Lys Val Ala Asn 



235 



240 



245 

-tgg gat aca gcg gtg 
Trp Asp Thr Ala Val 
260 



ggt get gaa atg aag ate ctg ggt gtc 
Gly Ala Glu Met Lys He Leu Gly val 



2'sl 



tec eta 
Ser Leu 



ggc aag ctg aag ctg aag gea cag ttc 
Gly Lys Leu Lys Leu Lys Ala Gin Phe 
265 270 

eta gtg gcc aat gcg agt gcc gag gaa gcc ate att ggc act gat gtg 
Leu val Ala Asn Ala Ser Ala Glu Glu Ala lie He Gly Thr Asp Val 
275 280. 285 

etc cag gac cac aat get ate ctg gac ttt gag cac cgc aca tgc acc 
Leu Gin Asp His Asn Ala lie Leu Asp Phe Glu His Arg Thr cys Thr 
290 295 300 

ctg aaa ggg aag aag ttt cgc ett ctg ect gtg gga ggg tec ctg gaa 
Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro VaT Gly Gly ser Leu Glu 
305 310 315 320 

gat gag ttt gac ctg gag etc ata gag gag gac ccc tec tea gaa gaa 
Asp Glu Phe Asp Leu Glu Leu lie Glu Glu Asp Pro Ser ser Glu Glu 
325 330 335 

ggg egg cag gag eta tec cac 
Gly Arg Gin Glu Leu ser His 
340 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 



1029 



<210> 20 

<211> 414 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> CD • . (414) 

<223> 

<400> 20 

gcc aac age atg ggt aag 
Ala Asn Ser Met Gly Lys 



ggc tac 
Gly Tyr 



gtg ccc gtg agg ttc ctg 
Val Pro VaT Arg Phe Leu val Asp 
20 



gtg gac 



tat etc aag 
Tyr Leu Lys 
10 

tct ggg gee 
Ser Gly Ala 



cac eca aac ttg tgg gag gag gtc 
His pro Asn Leu Trp Glu Glu val 
35 40 

cag ece ttt gag aat gtg gta aag 
Gin pro Phe Glu Asn vaT Val Lys 
50 55 

ate ctg ggt gtc tgg gat aca gcg 
lie Leu Gly Val Trp Asp Thr Ala 



65 



70 



25 

act gat ggc 
Thr Asp Gly 



gtg gee aat 
VaT Ala Asn 



gtg tec eta 
VaT ser Leu 
75 



ggg aag 
Gly Lys 



cag gtc 
Gin val 



gat ctg 
Asp Leu 
45 

ggt get 
GTy Ala 
60 

ggc aag 
Gly Lys 



att ggc aaa 48 
lie GTy Lys 
15 

tct gtg gtc 96 

Ser VaT Val 

30 

gac acc ctg 144 
Asp Thr Leu 



gaa atg aag 192 
Glu Met Lys 



ctg aag ctg 240 
Leu Lys Leu 
80 
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aag gca cag ttc eta gtg gcc aat gcg agt gcc gag gaa gcc ate att 288 
Lys Ala Gin Phe Leu Vai Ala Asn Ala Ser Ala Glu Glu Ala He lie 
85 90 95 

ggc act gat gtg ete cag gae cac aat get ate ctg gac ttt gag eac 336 
Gly Thr Asp vaT Leu Gin Asp His Asn Ala lie Leu Asp Phe Glu His 
100 105 110 

egc aca tge ace ctg aaa ggg aag aag ttt cge ett ctg cct gtg gga 384 
Arg Thr cys Thr Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro VaT Gly 
115 120 125 

ggg tec ctg gaa gat gag ttt gac ctg gag 414 
Gly ser Leu Glu Asp Glu Phe Asp Leu Glu 
130 135 

<210> 21 ' ' 

<211> 174 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> CI).. (174) 

<223> 

<400> 21 

atg ggg age cca ggg gcc age eta ggc ate aaa aag get ctg cag agt 
Met Gly ser Pro Gly Ala ser Leu Gly lie Lys Lys Ala Leu Gin Ser 
15 10 15 



48 



gaa cag gcc aca gca ctg cct gcc tct gcc cca gca gtc age cag ccg 96 
Glu Gin Ala Thr Ala Leu pro Ala Ser Ala pro Ala Val ser Gin Pro 

20 . 25 .30 

acc gcg cct get ecc tec tge ttg ecc aag gee gga caa gtc ate ecc 144 
Thr Ala Pro Ala Pro Ser cys Leu Pro Lys Ala Gly Gin val lie Pro 
35 40 45 

act ctg ett cga gag gcc ccg ttt tec age 174 
Thr Leu Leu Arg Glu Ala Pro Phe Ser ser 
50 55 

<210> 22 

<211> 54 

<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 

<220> 

<221> CDS 
<222> CD - . C54) 
<223> 

<400> 22 

gtg att gcg ccg aca ctg etc tgt ggg ttt etc ttc ttg gcg tgg gtt 48 

Val lie Ala Pro Thr Leu Leu cys Gly Phe Leu Phe Leu Ala Trp Val 

1 - 5 . 10 15 . 

get get 54 
Ala Ala 

<210> 23 

<211> 51 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
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<220> 
<221> COS 
<222> (1) . . C51) 
<223> 

<400> 23 

etc ata gag gag gac ccc tec tea gaa gaa ggg egg cag gag eta tec 48 

Leu lie Glu Glu Asp Pro Ser ser Glu 61 u Gly Arg Gin Glu Leu ser 
15 10 15 

cac 51 
ms 

<210> 24 

<211> 408 

<212> DNA • . ' 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (408) 

<223> 

<400> 24 

age atg ggt aag gge tae tat etc aag ggg aag att gge aaa gtg ccc 48 

ser Met Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly Lys He Gly Lys val Pro 
15 10 15 

gtg agg ttc ctg gtg gac tct ggg gee cag gtc tct gtg gtc cac cca 96 
Val Arg Phe Leu Val Asp Ser Gly Ala Gin val ser val val His Pro 
20 25 30 

aae ttg tgg gag gag gtc act gat gge gat ctg gac acc ctg cag ccc 144 
Asn Leu Trp Glu Glu Val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr Leu Gin Pro 

35 . 40 ' 45 

ttt gag aat gtg gta aag gtg gee aat ggt get gaa atg aag ate ctg 192 
Phe Glu Asn val val Lys val Ala Asn Gly Ala Glu Met Lys He Leu 
50 55 60 

ggt gtc tgg gat aca geg gtg tec eta gge aag ctg aag ctg aag gca 
Gly val Trp Asp Thr Ala Val ser Leu Gly Lys Leu Lys Leu Lys Ala 
65 70 75 80 

cag ttc eta gtg gee aat geg agt gee gag gaa gee ate att gge act 288 
Gin Phe Leu val Ala Asn Ala Ser Ala Glu Glu Ala He lie Gly Thr 
85 90 95 

gat gtg etc cag gae cac aat get ate ctg gae ttt gag cac egc aca 336 
Asp Val Leu Gin Asp His Asn Ala lie Leu Asp Phe Glu His Arg Thr 
100 105 110 

teg aee ctg aaa ggg aag aag ttt egc ctt ctg ect gtg gqa ggg tee 384 
Ser Thr Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val Gly Gly ser 
115 120 125 

ctg gaa gat gag ttt gac ctg gag 408 
Leu Glu Asp Glu Phe Asp Leu Glu 
. 130 . 135 . 



240 



<210> 25 
<211> 172 
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<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 25 

Leu Leu Lys Ala Phe Gly Val Pro Gly Ala Ala Pro Ser His Leu Pro 
15 10 15 

Lys Glu lie val Met Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly Lys lie Gly 
20 25 30 

Lys Val Pro val Arg Phe Leu val Asp ser Gly Ala Gin val ser val 
35 40 45 

Val His Pro Asn Leu Trp Glu Glu val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr 

50 . .55 60 

Leu Gin Pro Phe Glu Asn Val Val Lys Val Ala Asn Gly Ala Glu Met 
65 70 75 80 

Lys He Leu Gly val Trp Asp Thr Ala Val Ser Leu Gly Lys Leu Lys 
85 90 95 

Leu Lys Ala Gin Phe Leu val Ala Asn Ala ser Ala Glu Glu Ala lie 
100 105 110 

lie Gly Thr Asp Val Leu Gin Asp His Asn Ala lie Leu Asp Phe Glu 
115 120 125 

His Arg Thr cys Thr Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val 
130 135 140 

Gly Gly ser Leu Glu Asp Glu Phe Asp Leu Glu Leu He Glu Glu Asp 
145 150 155 . . 160 

Pro ser Ser Glu Glu Gly Arg Gin Glu Leu ser His 
165 170 

<210> 26 

<211> 516 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<221> CDS 

<222> a)..(516) 

<223> 



<400> 26 

etc ctg aag gcc ttt ggg gtc cct ggg get gcc ccc age cae etg ccc 
Leu Leu Lys Ala Phe Gly Val Pro Gly Ala Ala pro Ser His Leu pro 

10 15 



aaa gag ate gtc atg ggt aag ggc tac tat etc aag ggg aag att gqe 
Lys Glu lie Val Met Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly Lys lie Gly 
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144 
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20 25 30 

aaa gtg ccc gtg agg ttc ctg gtg gac tct ggg gcc cag gtc tct otg 
Lys Val pro Val Arg Phe Leu val Asp Ser Gly Ala Gin val Ser val 
35 40 45 

gtc cac cca aac ttg tgg gag gag gtc act gat ggc gat ctg gac acc 192 
Val His pro Asn Leu Trp Glu Glu Val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr 
50 55 60 

ctg cag ccc ttt gag aat gtg gta aag gtg gcc aat ggt get gaa atg 240 
Leu Gin Pro Phe Glu Asn Val Val Lys Val Ala Asn Gly Ala Glu Met 
65 70 75 80 

aag ate ctg ggt gtc tgg gat aca gcg gtg tec eta ggc aag ctg aag 288 
Lys He Leu Gly Val Trp Asp Thr Ala vat ser Leu Gly Lys Leu Lys 
85 90 . 95 

ctg aag gca cag ttc eta gtg gcc aat gcg agt gcc gag gaa gcc ate 336 
Leu Lys Ala Gin phe Leu val Ala Asn Ala ser Ala Glu Glu Ala He 
100 105 110 

att ggc act gat gtg etc cag gac cac aat get ate ctg gac ttt gag 384 
He Gly Thr Asp VaT Leu Gin Asp His Asn Ala He Leu Asp phe Glu 
115 120 125 

cac cgc aca tgc acc ctg aaa ggg aag aag ttt egc ett ctg cet gtg 432 
His Arg Thr Cys Thr Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val 
130 135 140 

gga ggg tec ctg gaa gat gag ttt gac ctg gag etc ata gag gag gac 480 
Gly Gly ser Leu Glu Asp Glu Phe Asp Leu Glu Leu He Glu Glu Asp 
145 150 155 160 

ccc tec tea gaa gaa ggg egg. cag gag eta. tec. cac 516 
Pro ser ser Glu Glu Gly Arg Gin Glu Leu ser His 
165 170 



<210> 27 

<211> 155 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 27 

Leu Leu Lys Ala Phe Gly Val Pro Gly Ala Ala Pro ser His Leu Pro 
15 10 15 

Lys Glu He Val Met Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly Lys He Gly 
20 25 30 

Lys val Pro val Arg Phe Leu Val Asp ser Gly Ala Gin val ser Val 
35 40 45 

Val His Pro Asn Leu Trp Glu Glu Val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr 
50 55 60 

Leu Gin Pro Phe Glu Asn Val Val Lys Val Ala Asn Gly Ala Glu Met 
65 70 75 80 

Lys He Leu Gly Val Trp Asp Thr Ala Val ser Leu Gly Lys Leu Lys 
85 90 95 
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Leu Lys Ala Gin Phe Leu val Ala Asn Ala ser Ala Glu Glu Ala lie 
100 105 no 

lie Gly Thr Asp val Leu Gin Asp His Asn Ala He Leu Asp phe Glu 
115 120 125 

His Arg Thr cys Thr Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro val 
130 135 140 

Gly Gly ser Leu Glu Asp Glu Phe Asp Leu Glu 



<210> 28 

<211>. 465 

<212> DMA 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<221> CDS 

<222> CD . . (465) 

<223> 

<400> 28 

etc ctg aag gcc ttt ggg gtc cct ggg get gcc ccc age eac etg cee 
Leu Leu Lys Ala Phe Gly val Pro Gly Ala Ala Pro Ser His Leu Pro 
1 5 10 15 

aaa gag ate gtc atg got aag gqc tac tat etc aag ggg aag att gge 
Lys Glu lie Val Met Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly Lys lie Gly 
20 25 30 

aaa gtg ccc gtg agg ttc ctg gtg gac tct ggg gcc cag gtc tct gtg 
Lys vai Pro vai Arg Phe Leu val Asp ser Gly Ala Gin Val ser val 
35 40 45 

gtc cac cca aac ttg tgg gag gag gtc act gat gge gat ctg gac acc 
Val His Pro Asn Leu Trp Glu Glu Val Thr Asp Gly Asp Leu Asp Thr 
50 55 60 

ctg cag ccc ttt gag aat gtg gta aag gtg gcc aat ggt get gaa atg 
Leu Gin Pro Phe Glu Asn val val Lys Val Ala Asn Gly Ala Glu Met 
65 70 75 80 

aag ate ctg ggt gtc tgg gat aca gcg gtg tec eta gge aag ctg aag 
Lys lie Leu Gly Val Trp Asp Thr Ala Val Ser Leu Gly Lys Leu Lys 
85 90 95 

etg aag gea cag ttc eta gtg gcc aat gcg agt gcc gag gaa gcc ate 
Leu Lys Ala Gin Phe Leu Val Ala Asn Ala Ser Ala Glu Glu Ala lie 
100 " 105 110 

att gge act gat gtg etc cag gac cac aat get ate etg gac ttt gag 
lie Gly Thr Asp Val Leu Gin Asp His Asn Ala He Leu Asp Phe Glu 
115 120 125 

eac cgc aca tgc acc etg aaa ggg aag aag ttt cgc ett etg cct gtg 
His Arg Thr cys Thr Leu Lys Gly Lys Lys Phe Arg Leu Leu Pro Val 



48 
96 
144 
192 
240 
288 
336 
384 
432 



145 



150 



155 




135 



140 
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gga ggg tec ctg gaa gat gag ttt gac ctg gag 465 
Gly Gly sen Leu Glu Asp Glu Phe Asp Leu Glu 
145 150 155 

<210> 29 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 29 

Phe Ala.Asn ser 

1 



<210> 30 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 30 

Asp Leu Glu Leu He Glu 
1 5 



<210> 31 ■ • 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 31 

Glu Phe Asp Leu Glu Leu He Glu Glu Asp 
15 10 



<210> 32 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 32 

Glu Phe Asp Leu Asp Leu He Glu Glu Asp 
15 10 

<210> 33 
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<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 



<400> 33 

Glu Phe Asp Leu Asp Leu lie Glu Trp Asp 
15 10 



<21G> 34 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 34 

Glu Phe Asp Leu Asp Leu He His Trp Asp 
15 10 



<210> 35 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 35 

Glu Pro Asn Leu Asp Leu lie Glu Glu Asp 
15 10 



<210> 36 

<211> 255 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 36 

Met Ala Gly ser Gly Ala Arg ser Glu Glu Gly Arg Arg Gin His Ala 
15 10 15 

Phe Val Pro Glu Pro Phe Asp Gly Ala Asn Val Val Pro Asn Leu Trp 
20 25 30 

Leu His ser Phe Glu Val lie Asn Asp Leu Asn His Trp Asp His lie 
35 40 45 

Thr Lys Leu Arg Phe Leu Lys Glu Ser Leu Arg Gly Glu Ala Leu Gly 
50 55 60 

Val Tyr Asn Arg Leu Ser Pro Gin Asp Gin Gly Asp Tyr Gly Thr Val 
65 70 75 80 
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Lys Glu Ala Leu Leu Lys Ala Phe Gly val pro Gly Ala Ala Pro Ser 
85 90 95 

His Leu Pro Lys Glu He Val Met Gly Lys Gly Tyr Tyr Leu Lys Gly 
100 105 110 

Lys lie Gly Lys Val Pro val Arg Phe Leu Val Asp ser Gly Ala Gin 
115 120 125 

Val ser val val His Pro Asn Leu Trp Glu Glu Val Thr Asp Gly Asp 
130 135 140 

Leu Asp Thr Leu Gin Pro Phe Glu Asn Val Val Lys Val Ala Asn Gly 
145 150 155 160 

Ala Glu Met Lys lie Leu Gly Val Trp Asp Thr Ala val Ser Leu Gly 

.165 170 175 

Lys Leu Lys Leu Lys Ala Gin Phe Leu val Ala Asn Ala ser Ala Glu 
180 185 190 

Glu Ala lie lie Gly Thr Asp Val Leu Gin Asp His Asn Ala lie Leu 
195 200 205 

Asp Phe Glu His Arg Thr cys Thr Leu Lys Gly Lys Lys phe Arg Leu 
210 215 220 

Leu pro val Gly Gly ser Leu Glu Asp Glu Phe Asp Leu Glu Leu lie 
225 230 235 240 

Glu Glu Asp Pro ser ser Glu Glu Gly Arg Gin Glu Leu ser His 
245 250 255 
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Date ^ laquelle la recherche Intematlonale a 616 effectivement achev^ 

27 novembre 2003 


Date d'exp^dition du present rapport de recherche intematfonale 
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Office EuFop^en des Brevels. P.B. 5818 Patentiaan 2 

NL-2280HVRiiswiik 

Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 

Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctlonnaire autorisd 

Keller, Y 
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fiUdeNo 

R 03/02151 



Cat^orle * Identification des documents clt^ avec,le cas echeant, Findicatlondes passages peitinents 



no. des revendications vis^ 



RAWLINGS N D ET AL: "FAMILIES OF ASPARTIC 
PEPTIDASES, AND THOSE OF UNKNOWN CATALYTIC 
MECHANISM" 

METHODS IN ENZYM0L06Y, ACADEMIC PRESS INC, 
SAN 01 EGG, CA. US, 

vol. 248, 1995, pages 105-120, XP008003749 

ISSN: 0076-6879 

le document en entier 

FR 2 761 363 A (OREAL) 

2 octobre 1998 (1998-10-02) 

page 2 
page 6 
page 7 

revendications 13-34 

US 6 274 364 81 (BERNARD DOMINIQUE ET AL) 
14 aoQt 2001 (2001-08-14) 

colonne 1 -colonne 3 
colonne 7 

DE 199 50 020 A (HENKEL KGAA) 
19 avril 2001 (2001-04-19) 

abrege 
page 2 

revendications 1-9 

US 5 545 402 A (WATKINSON ALLAN) 
13 aoQt 1996 (1996-08-13) 

abrege 

colonne 1 -colonne 2 
revendications 1-8 

WO 02 22101 A (TRANI MARINA ;PREY CONOR 
JAMES 0 (GB); WEISGERBER DAVID JOHN (US);) 
21 mars 2002 (2002-03-21) 
abrege 
page 2 

page 6 -page 12 



28-35, 
39-41 



1-13,15, 

19-21, 

23-35 



1-13.15, 

19-21, 

23-45 



1-13,15, 

19-21, 

23-45 



1-13,15, 

19-21, 

23-45 



1-13,15, 

19-21, 

23-45 



f=brmulatra PCT/ISA/210 (suite de ia deuxidme fauitta) (|ulDet 1892) 



Demande Internationale No. PCT4^R 03 JDZISI 



SUITE DESRENSEIGN0iAENTSINDlQUESSUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 

Revendi cations nos.: 14, 16-18, 22 



Les revendi cations 14, 16-18, 22 presentes ont trait a une tres grande 
variete de composes/prodults/disposltif s/methodes . Un fondement au sens 
de L'Article 6 PCT et/ou un expose au sens de TArticle 5 PCT ne peut 
cependant §tre trouve que pour un nombre tres restreint de ces 
composes/produits/dispositifs/methodes revendique(e)s. Dans 1e cas 
present, les revendications manquent a un tel point de fondement et 
Vexpose de Tlnvention dans la description est si limite q*une recherche 
significative couvrant tout le spectre revendique est impossible. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabll ne peuvent faire 
obligatoirement Tobjet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66, 1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par I'OEB 
agissant en qualite d' administration chargee de Vexamen preliminaire 
International est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n' ayant pas fait I'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



fntematfonale n*" 
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Cadre i Observat'ons - lorsqull a 4^ est&ii6 que certalnes revendications ne pouvaieitt pas faire Tobfet d'une recherch » 
(suite du point 1 de la premidre feuille) 



Conlonmement h ParUcie 172)a), certaines revencQcati(ms (font pas fsdt Pobjet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. I \ tjes revencfications 

se rapportent a un objet a regard duqueJ radminietratton rVest pas tenue da proceder a la recherche, a eavoir: 



2- 13 Les revendications n*® 16-18, 22 

se rapportent a des parties de la demande inten 
qi/une recherche significatrve puisse etre effiecti 

voir feuille supplement aire SUITE DES RENSEI6NEMENTS PCT/ISA/210 



se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne rempllssent pas suffisamment lee conditions prescrites pout 
qi/une recherche significatrve puisse etre effiectuee, en particuffer: 



I I Les revendications n°^ 

sont des revendications dSpendantes et ne sont pas redigees conformement aux dispo^tions de la deuxieme et de la 
troisl^me phrases de la regie 6.4a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'uniti de rinvention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



Uadminlstration charg6e de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande intemationale, k savoin 



1 . I I Comme toutes (es taxes additionneiies ont eta payees dans les delais par Is deposant. le present rapport de recherche 
' — ^ Internationale porte sur toutss les revendications pouvant ^re robjet d'une recherche. 

2. I I Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretalent ont pu Stre effectudes sans effort particulier 

lustiflant une taxe additlonnelie. radmlnistratlon n'a soHtcIt^ le palement d'aucune taxe de cette nature. 



I Comme une partie eeutement des taxes additionneiies demanddes a M paySe dans les deiais par le diposant, le present 
' — ' rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesqueOes les taxes ont et6 payees, ^ savoir 
les revencfications n ^ 



4. J Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete pay6e dans les d6Iais par le deposant En consequence, le present rapport 
> — 1 de recherche Internationale ne porte que sur I'invention mentionnde en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 



Remarque quant d la r^erve | | Les taxes addltionneltes dtalent accompagnees tfUne rdsen^e de la part du dSposar 

[ I Le palement des taxes additionneiies n'dtait assorti d'aucune reserve. 
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